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D E C L A R A T I O N  
1  h e r e b y  c e r t i f y  t h a t  t h i s  m a t e r i a l ,  w h i c h  I  n o w  s u b m i t  f o r  a s s e s s m e n t  o n  t h e  
p r o g r a m m e  o f  s t u d y  l e a d i n g  t o  t h e  a w a r d  o f  M a s t e r  o f  S c i e n c e  i s  e n t i r e l y  m y  
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A f t e r  a l l  t h o s e  y e a r s ,  I ' v e  g o t  q u i t e  a  l i s t  o f  p e o p l e  w h o  c o n t r i b u t e d  i n  s o m e  w a y  
t o  t h i s  t h e s i s ,  f o r  w h i c h  I  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  t h a n k s .  
I  h a v e  b e e n  i n d e b t e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h i s  t h e s i s  t o  m y  s u p e r v i s o r ,  P r o f .  
P a u l  A .  C a h i l l  f o r  p a t i e n c e  a n d  k i n d n e s s  a n d  m a n y  i n s i g h t f u l  c o n v e r s a t i o n s  
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k n o w l e d g e a b l e  a n d  f r i e n d l y  p e o p l e  w h o  h e l p e d  m e  d a i l y  a n d  h a v e  b e e n  a  g r e a t  
s o u r c e  of p r a c t i c a l  a n d  t h e o r e t i c a l  i n f o r m a t i o n .  T h a n k  y o u  -  C a t h e r i n e  S w e e n e y ,  
D a v e  M o r r o w ,  E o i n  C o t t e r ,  G a i l  F e r g u s o n ,  J e n n i f e r  M c C o r m i c k ,  N i c h o l a s  v o n  
O f f e n b e r g - S w e e n e y ,  N o r a  C o l l i n s ,  O l g a  C o l g a n  ( C l a w ) ,  P a u l  C o n n e l l  ( E y e  b a l l ) ,  
P a u l  F i t z p a t r i c k ,  P h i l  C u m m i n s ,  T o n y  W a l s h e  ( D r .  T ) ,  W e i  G a o .  T h a n k s  g u y s .  
F o r e m o s t  I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  D r .  Y v o n n e  B i r n e y  ( o u r  l a b  g r a n n y ) ,  w h o  h a s  
s h o w n  a  l a r g e  a n d  c o n s i s t e n t  i n t e r e s t  i n  m y  p r o j e c t  d u r i n g  t h e  t i m e s .  H e r  
e n c o u r a g e m e n t ,  m a n y  c o n s t r u c t i v e  c o m m e n t s  a s  w e l l  a s  t h e  i d e a s  i n  t h i s  t h e s i s  
a n d  h e l p f u l  c o m m e n t s  o n  t h e  t e x t  w e r e  o f  e s s e n c e  t o  t h e  p r o g r e s s  o f  t h i s  w o r k .  
S p e c i a l  t h a n k - y o u ,  Y v o n n e .  
M y  b o y f r i e n d  K a r o l ,  h a s  b e e n  a  c o n s t a n t  s o u r c e  o f  s u p p o r t  -  e m o t i o n a l ,  m o r a l  
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A B S T R A C T  
N o t c h  r e c e p t o r - l i g a n d  i n t e r a c t i o n s  a r e  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  m e c h a n i s m ,  
o r i g i n a l l y  d e s c r i b e d  i n  d e v e l o p m e n t a l  s t u d i e s  u s i n g  D r o s o p h i l a e ,  t h a t  r e g u l a t e  
i n t e r - c e l l  c o m m u n i c a t i o n  a n d  d i c t a t e ,  i n  p a r t ,  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  
( V S M C )  f a t e  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  s t i m u l i .  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  a  c r u c i a l  
d e v e l o p m e n t a l  p r o c e s s  r e g u l a t i n g  a n g i o g e n e s i s  a n d  v a s c u l o g e n e s i s ,  w i t h  
p h e n o t y p i c  m o d u l a t i o n  o f  S M C  a  k e y  f a c t o r  i n  v a s c u l a r  p a t h o l o g y .  I t  h a s  b e e n  
p r e v i o u s l y  s h o w n  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  d e c r e a s e s  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  V S M C ' S  i n  
v i t r - u .  T n u s ,  c i t a r a c i - e r i z a u o n  o f  & e  m e c h a n i ~ r i l s  ~ " ~ i i r ~ l i i r i g  i l i ~  b i f k ~ e ~ l i i a i i ~ i - ~  
s t a t e  o f  V S M C  i s  of c r i t i c a l  i m p o r t a n c e  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  c e l l  f a t e  r e s p o n s e  o f  
t h e s e  c e l l s  t o  v a r i o u s  m e c h a n i c a l  s t i m u l i .  W e  i n v e s t i g a t e d  t h e  r o l e  o f  N o t c h  1  
a n d  3  r e c e p t o r  s i g n a l i n g  i n  c o n t r o l l i n g  v a s c u l a r  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  v i t r o ,  
a n d  e s t a b l i s h e d  a  r o l e  f o r  c y c l i c  s t r a i n  i n d u c e d  c h a n g e s  i n  N o t c h  i n  m e d i a t i n g  
t h i s  r e s p o n s e .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  s m o u t h  m u s c l e  c e l l  s p e c i f i c  a - a t i n ,  c a l p o n i n ,  
m y o s i n  a n d  s m o o t h d i n  w a s  e x a m i n e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  W e s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s  a n d  q u a n t i t a t i v e  r e a l  t i m e  P C R  i n  h u m a n  v a s c u l a r  S M C  c u l t u r e d  u n d e r  
s t a t i c  c o n d i t i o n s  f o l l o w i n g  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  
3  r e c e p t o r s .  T h e  e f f e c t  of e q u i b i a x i a l  c y c l i c  s t r a i n  ( 1 0 %  2 4  h )  o n  t h e  e x p r e s s i o n  
o f  N o t c h  r e c e p t o r s  a n d  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  d e t e r m i n e d  u s i n g  
a  F l e x e r c e l l  T e n s i o n  P l u s  U n i t .  O v e r - e x p r e s s i o n  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  
i n t r a c e l l u l a r  r e c e p t o r s  ( N o t c h  1  I C  a n d  3  I C )  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  d o w n -  
r e g u l a t i o n  o f  a - a c t i n ,  c a l p o n i n ,  m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n  e x p r e s s i o n ,  a n  e f f e c t  
t h a t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  a t t e n u a t e d  f o l l o w i n g  i n h i b i t i o n  o f  N o t c h  m e d i a t e d  C B F -  
1 / R B P - J k  d e p e n d e n t  s i g n a l i n g  b y  c o + x p r e s s i a  of R P M S - T - I .  C e l l s  c u l t u r e d  
u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  d e f i n e d  e q u i b i a x i a l  c y c l i c  s t r a i n  ( 1 0 %  s t r a i n ,  6 0  c y c l e s / m i n ,  
2 4  h )  e x h i b i t e d  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  e x p r e s s i o n ,  
c o n c o m i t a n t  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  a - a c t i n ,  c a l p o n i n ,  
m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n  e x p r e s s i o n .  M o r e o v e r ,  t h i s  c y c l i c  s t r a i n - i n d u c e d  
i n c r e a s e  i n  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  e x p r e s s i o n  w a s  f u r t h e r  e n h a n c e d  
f o l l o w i n g  i n h i b i t i o n  o f  C B F - 1 / R B P - J k  d e p e n d e n t  s i g n a l i n g  w i t h  R P M S - 1 .  T h e s e  
f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  N o t c h  r e c e p t o r s  m o d u l a t e  v a s c u l a r  S M C  p h e n o t y p e  i n  
v i t r o  a n d  c y c l i c  s t r a i n  e n h a n c e s  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  p a r t  t h r o u g h  i n h i b i t i o n  
o f  N o t c h  r e c e p t o r  e x p r e s s i o n .  T h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  m a y  t h e r e f o r e  
r e p r e s e n t  a  n o v e l  m e c h a n i s m  f o r  t a r g e t i n g  v a s c u l a r  d i s o r d e r s  i n  w h i c h  S M C  
p h e n o t y p i c  d i v e r s i t y  o c c u r s  i n  v i v o .  
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1 . 3  R e m o d e l l i n g  O f  V a s c u l a r  V e s s e l s  . -  5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 1  H e r n o d y n a m i c  F o r c e s  I n  V a s c u l a r  R e m o d e l l i n g  6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 1 . 1  S h e a r  S t r e s s  a 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 1 . 2  P u l s e  P r e s s u r e  -  I n d u c e d  T e n s i l e  S t r e s s  7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 1 . 3  C y c l i c  S t r a i n  7  
1 . 4  
P h e n o t y p i c  M o d u l a t i o n / S w i t c h i n g  Of S m o o t h  M u s c l e  C e l l s  D u r i n g  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
V a s c u l a r  D e v e l o p m e n t  A n d  D i s e a s e  8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 4 . 1  S M C  P h e n o t y p i c  S w i t c h i n g  I n  A r t e r i o s c l e r o s i s  9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 4 . 2  R e g u l a t i o n  O f  S M C  D i f f e r e n t i a t i o n  1 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 4 . 3  V S M C  D i f f e r e n t i a t i o n  M a r k e r s  11 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 4 . 4  E f f e c t s  O f  M e c h a n i c a l  F o r c e s  O n  V S M C ' S  - 1 2  
1 . 5  
I n v o l v e m e n t  O f  S i g n a l l i n g  P a t h w a y s  I n  V a s c u l a r  S m o o t h  M u s c l e  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C e l l  F a t e  - 1 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 5 . 1  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  I n  V a s c u l a r  D e v e l o p m e n t  1 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
.  C h a p t e r  2  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  1 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . .  
2 . 1  N o t c h  S i g n a l  T r a n s d u c t i o n  . -.. 2 0  
2 . 1 . 1  
S 1  s i t e  C l e a v a g e :  N o t c h  P r o c e s s i n g  W i t h i n  T h e  S e c r e t o r y  P a t h w a y  - 2 3  
2 . 1 . 2  S 2  S i t e  C l e a v a g e :  L i g a n d - D e p e n d e n t  C l e a v a g e  Of N o t c h  . . . . . . . . . . . .  2 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 1 . 3  T h e  S i g n a l  G e n e r a t i o n  S t e p :  S 3  C l e a v a g e  2 7  
2 . 1 . 4  S w i t c h i n g  O f f  T h e  N o t c h  S i g n a l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2  N o t c h  L i g a n d s  . 3 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 . 3  N o t c h  T r a n s c r i p t i o n  F a c t o r s  ( H e s  A n d  H e r p  F a m i l i e s )  3 2  
2 . 3 . 1  C o m p a r i s o n  Of H e s  A n d  H e r p  F a m i l i e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 3 5  
C h a p t e r  3  .  
M o d u l a t i o n  Of S m o o t h  M u s c l e  C e l l  F a t e  B y  N o t c h  S i g n a l l i n g  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  
P a t h w a y  ., . . . .  . .  3 7  
3 . 1  
R e g u l a t i o n  Of C e l l  D e v e l o p m e n t  B y  N o t c h  S i g n a l l i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 . 2  I n v o l v e m e n t  O f  N o t c h  I n  V a s c u l a r  S M C  C e l l  F a t e  4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 1  I n v o l v e m e n t  O f  N o t c h  I n  S M C  D i f f e r e n t i a t i o n  41 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 3  M u t a t i o n s  Of N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  .. . . .  4 4  
3 . 3 . 1  
C A D A S I L  ( C e r e b r a l  A u t o s o m a l  D o m i n a n t  A r t e r i o p a t h y  W i t h  
S u b c o r t i c a l  I n f a r c t s  A n d  L e u k o e n c e p h a l o p a t h y )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 3 . 2  A l a g i l l e  S y n d r o m e  
4 6  
3 . 3 . 3  S p o n d y l o c o s t a l  D y s o s t o s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . - - .  . . . . . . . . .  4 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
M a t e r i a l s  A n d  M e t h o d s  4 9  
C h a p t e r  4  .  M a t e r i a l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . A  
4 . 1  S u p p l i e r s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2  S o l u t i o n s  5 0  
4 . 2 . 1  L b  A g a r  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 2  L b  B r o t h  .. 5 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 3  P l a s m i d  P r e p a r a t i o n  S o l u t i o n s  - 5 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 4  C e l l  C u l t u r e  S o l u t i o n s  - 5 2  
4 . 2 . 4 . 1  R P M I  M e d i a  ( 5 0 0  r n l )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 4 . 2  P r o t e i n  L y s i s  B u f l e r  5 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 4 . 3  P h o s p h a t e  B u f l e r e d  S a l i n e  ( P B S )  1 0 x  5 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 4 . 4  T r a n s f i c t i o n  M e d i a  ( 5 0 0  m l )  
5 3  
4 . 2 . 4 . 5  P u r o m y c i n  M e d i a  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - .  . . . .  ..- . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 5 3  
4 . 2 . 5  W e s t e r n  B l o t  S o l u t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 5 3  
4 . 2 . 5 . 1  R e s o l v i n g  G e l  B u f f e r  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 2  S t a c k i n g  G e l  B u f f e r  5 3  
4 . 2 . 5 . 3  1 0 %  S D S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 5 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 4  A m m o n i u m  P e r s u l p h a t e  A P  ( 1  0 % )  5 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 . 2 . 5 . 5  7 . 5 %  R e s o l v i n g  G e l  P r e p a r a t i o n  ( 5 0 0  m l )  5 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 6  1 2 %  R e s o l v i n g  G e l  P r e p a r a t i o n  ( 5 0 0  m l )  5 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 7  4 %  S t a c k i n g  G e l  P r e p a r a t i o n  ( 5 0 0  m l )  5 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 8  T r i s - G l y c i n e  S t o c k  ( 1 1  o f  l o x )  5 5  
4 . 2 . 5 . 9  
S e m i - D r y  T r a n s f e r  B u f l e r  ( I x :  2 5 m M  T r i s l 1 9 2  r n M  G l y c i n e l  
2 0 % M e O H )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 1 0  P B S - T w e e n  ( I x P B S ,  0 . 1 %  v l v  T w e e n )  .. . . .  5 5  
4 . 2 . 5 . 1 1  B l o c k i n g S o l u t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 6  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  S o l u t i o n  5 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 . 2 . 6 . 1  P B S I B S A  S o l u t i o n  ( I x  P B S ,  3 %  w l v  B S A )  5 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 7  Q u a n t i t a t i v e  R e a l  T i m e  P C R  S o l u t i o n s  5 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 7 . 1  R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e  5 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 7 . 2  R e a l  T i m e  P o l y m e r i z e  C h a i n  R e a c t i o n  . . 5 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C h a p t e r  5  .  M e t h o d s  5 7  
5 . 1  C e l l  C u l t u r e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 5 7  
5 . 1 . 1  M a i n t e n a n c e  A n d  S u b - c u l t u r i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .. . . . . . . .  5 7  
5 . 1 . 2  
S e e d i n g  o f  6 - W e l l  B i o f l e x  P l a t e s  O r  R e g u l a r  6 - W e l l  P l a t e s  . . . . . . . . . . . .  5 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2  P u r i f i c a t i o n  Of P l a s m i d s  . . 5 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 3  T r a n s f e c t i o n  Of P l a s m i d  D N A  I n t o  C e l l s  6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 4  W e s t e r n  B l o t  A n a l y s i s  - 6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 1  S a m p l e  P r e p a r a t i o n  - 6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 1 . 1  P r e p a r a t i o n  Of W h o l e  C e l l  L y s a t e  - 6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 1 . 2  B i c i n c h o n i n i c  A c i d  ( B C A )  P r o t e i n  M i m o a s s a y  6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 1 . 3  S a m p l e  P r e p a r a t i o n  6 3  
. . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 2  S D S  P o l y a c r y l a m i d  G e l  P r e p a r a t i o n  A n d  E l e c t r o p h o r e s i s  6 3  
. . . . . * . . . . * . * . . . . . . , . . .  . . . . . * . . . . . * . . * . . * . . .  5 . 4 . 3  S e m i - D r y  E l e c t r o  B l o t t i n g  6 4  
. . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 4  P o n c e a u  S  S t a i n i n g ,  B l o c k i n g  A n d  A n t i b o d y  I n c u b a t i o n s  6 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 4 . 5  D e t e c t i o n  A n d  D e v e l o p m e n t  O f  B l o t  6 6  
5 . 4 . 6  D o t B l o t A n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 7  
.  +  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 5  R e a l  T i m e  P C R  A n a l y s i s  6 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 5 . 1  P r e p a r a t i o n  Of T o t a l  R N A  F r o m  H V S M C ' S  6 8  
5 . 5 . 2  Q u a n t i t a t i o n  Of T o t a l  R N A  I n  S a m p l e  .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . 6 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 5 . 3  D e s i g n  O f  P C R  P r i m e r s  6 9  
. . . .  
5 . 5 . 4  Q u a n t i t a t i v e  R e a l  T i m e  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  ( Q R T P C R )  7 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 5 . 4 . 1  R e v e r s e  T r a n s c r i p  t a s e  7 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 5 . 4 . 2  R e a l  T i m e  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  7 2  
. . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 6  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  .. 7 2  
5 . 7  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  m e a s u r e m e n t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ... . . . . . . . . . . . . . . . .  - 7 3  
R e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
~ h & t e r  6  .  R o l e  O f  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  I n  D i f f e r e n t i a t i o n  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
O f  V S M C  7 4  
6 . 1  
V a l i d a t i o n  O f  O v e r - E x p r e s s i o n  O f  N o t c h  1  A n d  N o t c h  3  I C  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I n  H V S M C ' S  7 5  
6 . 1  .  1  W e s t e r n  B l o t  A n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 7 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
6 . 1 . 2  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  S t a i n i n g  W i t h  A n t i - N 1  A n d  N 3  A n t i b o d i e s  . . .  7 9  
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C h a p t e r  1 .  A n g i o g e n e s i s  a n d  V a s c u l a r  D e v e l o p m e n t  
A n g i o g e n e s i s  d e s c r i b e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  n e w  b l o o d  v e s s e l s  f r o m  p r e - e x i s t i n g  
x . r e s s e l s .  A l t h c ~ g h  = g i o g e . . ~ s i s  f c c ~ s e s  m r i ~ J  J  r  12 & e  f o r m a t i o n  of c a p i l l a r i e s ,  i t  
i n c l u d e s  t h e  f o r m a t i o n  of s m a l l  a n d  l a r g e  b l o o d  v e s s e l s .  I n  c o n t r a s t ,  
v a s c u l o g e n e s i s ,  t h e  o t h e r  r e c o g n i s e d  m e c h a n i s m  o f  v e s s e l  d e v e l o p m e n t ,  
i n v o l v e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  of n e w  v e s s e l s  f r o m  e m b r y o n i c  s t r u c t u r e s  k n o w n  a s  
b l o o d  i s l a n d s .  D e v e l o p m e n t  a n d  f o r m a t i o n  of t h e  v a s c u l a r  s y s t e m  i s  o n e  o f  t h e  
e a r l i e s t  a n d  m o s t  i m p o r t a n t  e v e n t s  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  i n  m a m m a l s .  D u r i n g  
t h e  e a r l y  s t a g e s  of v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t ,  f o r m a t i o n  of b l o o d  v e s s e l s  o c c u r s  
f r o m  a  p o p u l a t i o n  o f  a n g i o b l a s t s  t h a t  a r e  m e s o d e r m a l l y  d e r i v e d  e n d o t h e l i a l  c e l l  
( E C )  p r e c u r s o r s .  A n g i o b l a s t s  f i r s t  d i f f e r e n t i a t e  a n d  g a t h e r  i n t o  a  r e t i c u l u m  o f  
h o m o g e n e o u s l y  s i z e d  p r i m i t i v e  b l o o d  v e s s e l s ,  o r  t h e  p r i m a r y  v a s c u l a r  p l e x u s ,  
i n  v a s d o g e n e s i s  [ I ,  2 ,  3 ,  4 1 .  A n g i o g e n e s i s  t h a t  i n v o l v e s  s p r o u t i n g ,  b r i d g i n g ,  
a n d  i n t u s s u s c e p t i o n s ,  r e m o d e l s  t h e  p r i m a r y  v a s c u l a r  p l e x u s  t o  g e n e r a t e  b o t h  
t h e  l a r g e  a n d  s m a l l  v e s s e l s  o f  t h e  m a t u r e  v a s c u l a r  s y s t e m  [ I ,  2 ,  $ 4 1 .  D u r i n g  t h i s  
p r o c e s s ,  e n d o t h e l i a l  c h a n n e l s  a r e  c o v e r e d  b y  m u l t i p l e  l a y e r s  o f  s m o o t h  m u s c l e  
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c e l l s  ( S M C s )  i n  l a r g e  v e s s e l s  a n d  b y  s i n g l e  p e r i c y t e s  a r o u n d  s m a l l  v e s s e l s  t o  
p r o v i d e  s t a b i l i t y  f o r  t h e  v a s c u l a r  w a l l s .  
1 . 1  B l o o d  v e s s e l  s t r u c t u r e  
T h e  n o r m a l  b l o o d  v e s s e l  w a l l  i s  c o m p o s e d  of t h r e e  l a y e r s ;  t h e  i n t i m a  l a y e r ,  t h e  
m e d i a  l a y e r  a n d  t h e  a d v e n t i t i a l  [ F i g .  1 1 .  T h e  i n t i m a  l a y e r  c o n s i s t s  o f  t i g h t l y  
c o n n e c t e d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( E C ) ,  w h i c h  l i n e  t h e  l u m e n .  U n d e r n e a t h  E C ,  
s e p a r a t i n g  t h e  i n t i m a  a n d  m e d i a ,  i s  a n  i n t e r n a l  e l a s t i c  l a m e l l a ,  r i c h  i n  s u l p h a t e d  
p o l y s a c c h a r i d e s ,  h y a l u r o n i c  a c i d ,  a n d  c o n t a i n  i n t i m a l  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s ,  
w h i c h  a r e  t i g h t l y  a d h e r e d  t o  a  m e d i a  l a y e r  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  T h e  
v e s s e l  i s  s u r r o u n d e d  b y  a n  a d v e n t i t i a l  l a y e r ,  c o n s i s t i n g  o f  c o n n e c t i n g  t i s s u e  a n d  
c a p i l l a r i e s ,  f i b r o b l a s t s  a n d  f a t  c e l l s ,  w h i c h  a r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  o u t e r  m e d i a  
b y  a n  i n t e r n a l  e l a s t i c  l a m i n a  [ 5 ,  6 1 .  T h e  e n d o t h e l i a l  l i n i n g ,  l o c a t e d  a t  t h e  
i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  b l o o d  a n d  t h e  v e s s e l  w a l l ,  s e r v e  a s  a  c o r r e s p o n d e n t  a n d  
t r a n s d u c e r  of s i g n a l s  w i t h i n  t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t .  E n d o t h e l i a l  c e l l s  h e l p  t o  
m a i n t a i n  t h e  h o m e o s t a t i c  b a l a n c e  of t h e  v e s s e l  b y  p r o d u c i n g  f a c t o r s ,  w h i c h  
r e g u l a t e  v e s s e l  t o n e ,  t h e  s t a t e  o f  c o a g u l a t i o n ,  c e l l  g r o w t h ,  d e a t h  a n d  l e u k o c y t e  
t r a f f i c k i n g .  
I N T R O D U C T I O N  
F i g .  1  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  a  m u s d a r  a r t e r y  191. 
1 . 2  V a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  i n  v e s s e l  d e v e l o p m e n t  
T h e  f i r s t  s t e p  t o w a r d s  S M C ' s  d e v e l o p m e n t  i s  t h e  c o a l e s c i n g  of a n g i o b l a s t s  i n t o  
l o n g  t u b e s  t o  f o r m  a n g i o p l a s t i c  c o r d s  c o n s i s t i n g  o f  a  s i n g l e  l a y e r  of e n d o t h e l i a l  
c e l l s .  T h e n ,  p r e s u m p t i v e  S M C ' s  a r e  r e c r u i t e d  f r o m  m e s e n c h y m e  t o  s u r r o u n d  
t h e  e n d o t h e l i u m ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  s m o o t h  m u s c l e .  T h e  
i n t i m a l  e n d o t h e l i a l  t u b e s  b e c o m e  s u r r o u n d e d  b y  l o c a l l y  d e r i v e d  i r r e g u l a r l y  
s h a p e d  m e s e n c h y m a l  c e l l s  t h a t  i n c l u d e  t h e  p r e c u r s o r s  o f  S M C ' s  a n d  a d v e n t i t i a l  
f i b r o b l a s t s  181. 
I n  t h e  e a r l y  p e r i o d  o f  d e v e l o p m e n t ,  l o c a l l y  r e c r u i t e d  m e s e n c h y m a l  c e l l s ,  w h i c h  
l a c k  S M C ' s  f e a t u r e s ,  m o v e  i n t o  t h e  r e g i o n  s u r r o u n d i n g  s m a l l  e n d o t h e l i a l  t u b e s .  
S u b s e q u e n t l y ,  t h e s e  c e l l s  a s s u m e  t h e  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c  of S M C ' s  a n d  
i n c o r p o r a t e  i n t o  t h e  w a l l  a s  c e l l u l a r  l a y e r s  [ 9 ] .  A t  t h i s  s t a g e ,  t h e  i m m a t u r e  
S M C ' s  d i s p l a y  a  d y n a m i c  s t a t e  o f  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  c h a r a c t e r i z e d  b y  
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p r o l i f e r a t i o n  a n d  m i g r a t i o n ,  a s  w e l l  a s  c h a n g e s  i n  t h e  p a t t e r n  o f  g e n e  
e x p r e s s i o n .  
T h e  i n t i m a l  l a y e r  a p p e a r s  r e l a t i v e l y  l a t e  i n  t h e  v e s s e l  d e v e l o p m e n t .  I n t i m a l  
t h i c k e n i n g  b e g i n s  w i t h  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  g l y c o a m i n o g l y c a n s  i n  t h e  
s u b e n d o t h e l i a l  r e g i o n ,  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  s e p a r a t i o n  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s  f r o m  
t h e  i n t e r n a l  e l a s t i c  i n t i m a ,  a n d  f o l l o w e d  b y  t h e  m i g r a t i o n  o f  S M C ' s  i n t o  t h e  
s u b e n d o t h e l i a l  r e g i o n .  T h e n ,  S M C ' s  l o s e  t h e i r  a b i l i t y  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  t h e i r  
f i b r o b l a s t - l i k e  a p p e a r a n c e  a n d  d e v e l o p  c o n t r a c t i l e  f i b e r s .  A s  t h e y  m a t u r e ,  
S M C ' s  u n d e r g o  p h y s i o l o g i c a l  h y p e r t r o p h y  i n  r e s p o n s e  t o  i n c r e a s e d  l o a d ,  w h i c h  
i s  a c c o m p a n i e d  b y  a  p r o g r e s s i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  c e l l s  w i t h  a  t e t r a p l o i d  n u c l e a r  
c o n t e n t  [ 9 ] .  A t  t h i s  s t a g e  t h e y  b e c o m e  q u i e s c e n t  i n  t h e  a d u l t  v e s s e l .  W h e n  
d e v e l o p m e n t  i s  s u b s t a n t i a l l y  c o m p l e t e ,  t h e r e  a r e  n o  m o r e  m a j o r  c h a n g e s  
o b s e r v e d  i n  t h e  t y p i c a l  o r g a n i z a t i o n  of t h e  w a l l  i n  t h e  l a r g e  v e s s e l s .  [ 9 ] .  
T h e  p r i n c i p a l  f u n c t i o n  o f  m a t u r e  S M C ' s  i s  c o n t r a c t i o n .  T h e s e  c e l l s  e x h i b i t  a  h i g h  
c y t o p l a s m i c  v o l u m e  f r a c t i o n  of m y o f i l a m e n t s  [ 8 ] ,  a  l o w  r a t e  of p r o l i f e r a t i o n  
[ I l l ,  a n d  s y n t h e s i z e  o n l y  s m a l l  a m o u n t  of m a t r i x  p r o t e i n  [ l l ] .  H o w e v e r ,  S M C ' s  
e x h i b i t  a  c o n s i d e r a b l e  d e g r e e  of s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  p l a s t i c i t y ,  m o d u l a t i n g  
( u s u a l l y  r e v e r s i b l y )  f r o m  t h e  m a t u r e  p h e n o t y p e  t o w a r d s  a  l e s s  d i f f e r e n t i a t e d  
p h e n o t y p e  ( s i m i l a r  t o  t h a t  e x p r e s s e d  i n  d e v e l o p i n g  v e s s e l s )  w i t h  i n c r e a s e d  
c a p a c i t i e s  f o r  m o t i l i t y ,  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  S u c h  a  b e h a v i o r  o f  
S M C ' s  o c c u r s  d u r i n g  v a s c u l a r  r e m o d e l i n g  r e l a t e d  t o  i n j u r y  o r  a t h e r o g e n e s i s  
r 1 2 1 .  
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1 . 3  R e m o d e l l i n g  o f  v a s c u l a r  v e s s e l s  
T h e  v a s c u l a r  v e s s e l  wall i s  d y n a m i c a l l y  r e s p o n s i v e  t o  a n  a r r a y  of p h y s i o l o g i c a l  
a n d  b i o c h e m i c a l  s t i m u l i .  F i r s t  o n e  i n c l u d e s  b i o c h e m i c a l  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  
i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  c i r c u l a t i n g  h o r m o n e s  a n d  b a c t e r i a l  p r o d u c t s .  T h e  
b i o c h e m i c a l  s t i m u l i  i n c l u d e  f l u i d  s h e a r  s t r e s s e s ,  c y c l i c  s t r a i n  a n d  h y d r o s t a t i c  
p r e s s u r e  [ 1 3 ] .  U n d e r  s u c h  s t i m u l i ,  k n o w n  a l s o  a s  h e m o d y n a m i c  f o r c e s ,  b l o o d  
v e s s e l s  c a n  c h a n g e  t h e i r  s t r u c t u r e ,  a  p r o c e s s  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  v a s c u l a r  
r e m o d e l l i n g .  B a s i c a l l y ,  r e m o d e l l i n g  i s  a  c h a n g e  i n  t h e  c a l i b r e  of t h e  v e s s e l ,  w i t h  
l i t t l e  o r  n o  c h a n g e  i n  o v e r a l l  t i s s u e  m a s s .  T h e  c o m p r e h e n s i v e  a n a l y s i s  o f  t h i s  
p r o c e s s  h a s  s h o w n  t h e  c h a n g e s  i n  l u m i n a l  d i a m e t e r  r e l a t e d  t o  m o v e m e n t  o f  
t i s s u e  t o  o r  f r o m  t h e  l u m e n  [ 1 4 ] .  
R e m o d e l l i n g  i s  n o t  o n l y  a  p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s  b u t  o c c u r s  a l s o  i n  p a t h o l o g i c a l  
e v e n t s  i n  v e s s e l  w a l l  d y n a m i c s .  T h e r e f o r e ,  c o m p e n s a t o r y  e n l a r g e m e n t  o f  a n  
a r t e r y  o c c u r s  a s  a n  a r t e r i o s c l e r o t i c  p l a q u e  w i t h i n  t h e  v e s s e l  e n l a r g e s .  O n l y  
w h e n  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  v e s s e l  t o  r e m o d e l  i s  e x c e e d e d  d o e s  t h e  a r t e r i o s c l e r o t i c  
p l a q u e  n a r r o w  t h e  l u m e n ,  a  p r o c e s s  k n o w n  a s  a  n e o i n t i m a l  f o r m a t i o n .  
C o n s t r i c t i v e  r e m o d e l l i n g  o f  a n  a r t e r y  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s h o w n  t o  b e  t h e  m a j o r  
p r o c e s s  i n v o l v e d  i n  r e s t e n o s i s  a f t e r  a n g i o p l a s t y  [ 1 4 ] .  
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1 . 3 . 1  H e m o d y n a m i c  f o r c e s  i n  v a s c u l a r  r e m o d e l l i n g  
T h e  p a s s a g e  of b l o o d  f l o w  t h r o u g h  t h e  v a s c u l a r  s y s t e m  g e n e r a t e s  
h e m o d y n a m i c  f o r c e s .  T h e  a r t e r i a l  v e s s e l  i s  c o n t i n u o u s l y  e x p o s e d  t o  s u c h  
m e c h a n i c a l  s t r e s s e s .  E n d o t h e l i a l  c e l l s  a r e  e x p o s e d  t o  s h e a r  s t r e s s  a s  a  r e s u l t  o f  
b l o o d  f l o w ,  w h i l e  S M C ' s  w i t h i n  t h e  v a s c u l a r  m e d i a  a r e  s u b j e c t e d  
t o  a  
s i g n i f i c a n t  m e c h a n i c a l  s t r a i n  t h r o u g h o u t  t h e  c a r d i a c  c y c l e  [ 1 5 ] .  T h i s  i n c l u d e s  
b o t h  a  b a s e l i n e  t e n s i l e  s t r e s s ,  a s  w e l l  a s  c y c l i c  m e c h a n i c a l  s t r a i n  d u e  t o  t h e  
r e p e t i t i v e  p u l s a t i v e  p r e s s u r e  of b l o o d  f l o w  i n d u c e d  b y  a  b e a t i n g  h e a r t  [ 1 5 ] .  
1 . 3 . 1 . 1  S h e a r  s t r e s s  
S h e a r  s t r e s s ,  w h i c h  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a r e  s u b j e c t e d  t o ,  i s  t h e  c o n s e q u e n c e  o f  
b l o o d  f l o w .  I n  d e t a i l ,  f l u i d  s h e a r  s t r e s s  i s  t h e  f r i c t i o n a l  f o r c e  g e n e r a t e d  a t  a  
s u r f a c e  b y  t h e  f l o w  o f  a  v i s c o u s  f l u i d .  I n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m  t h e s e  a r e  
t y p i c a l l y  d e f i n e d  i n  d y n l c m 2  [ 1 3 ] .  T h i s  m e c h a n i c a l  f o r c e  a f f e c t s  m a i n l y  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  t h e  m a j o r  h e m o d y n a m i c  f a c t o r  i n  
i n i t i a t i n g  s o m e  c a r d i o v a s c s u l a r  d i s e a s e s  1 1 6 1 .  S h e a r  s t r e s s  c a n  b e  c a l c u l a t e d  
t a k i n g  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  f l o w  r a t e ,  v i s c o s i t y  a n d  c a p i l l a r y  r a d i u s  o f  t h e  b l o o d .  
T h e  v i s c o s i t y  a n d  f l o w  r a t e  of t h e  b l o o d  i n  t h e  b l o o d  v e s s e l s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  
a f f e c t  t h e  m a g n i t u d e  of s h e a r  s t r e s s ,  a s  w e l l  a s  t h e  l u m e n  r a d i u s  [ 1 7 ]  
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1 . 3 . 1 . 2  P u l s e  p r e s s u r e  -  i n d u c e d  t e n s i l e  s t r e s s  
T e n s i l e  s t r e s s  ( t e n s i o n )  i s  o n e  of t h e  h e m o d y n a m i c  f o r c e s  r e s u l t i n g  f r o m  a  
p u l s a t i v e  n a t u r e  o f  b l o o d  f l o w .  P r e c i s e l y ,  t e n s i o n  i n  t h e  v e s s e l  w a l l  i s  g e n e r a t e d  
b y  d i s t e n d i n g  a n d  c o m p r e s s i n g  f o r c e s  a f f e c t i n g  a  v e s s e l .  D u r i n g  v e n t r i c u l a r  
s y s t o l e ,  a r t e r i a l  p r e s s u r e  r i s e s  ( s y s t o l i c )  p r e s s u r e  a n d  t h e  a r t e r y  d i s t e n d s .  
D u r i n g  t h e  v e n t r i c u l a r  d i a s t o l e  ( t h e  s e m i  l u n a r  v a l v e  i n  t h e  a o r t a  i s  c l o s e d  a n d  
n o  b l o o d  l e a v e s  t h e  h e a r t ) ,  t h e  a r t e r i a l  p r e s s u r e  f a l l s  t o  t h e  t r o u g h  o f  t h e  
p r e s s u r e  w a v e  a n d  t h e  a r t e r y  c o m p r e s s e s  [ 1 8 ] .  P u l s e  p r e s s u r e ,  k n o w n  a l s o  a s  
c i r c u m f e r e n t i a l  p r e s s u r e ,  i s  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  s y s t o l i c  a n d  d i a s t o l i c  
p r e s s u r e s .  C o m p r e s s i n g  f o r c e s  t e n d s  t o  d e c r e a s e  t h e  r a d i u s  of a  v e s s e l  w h i l e  
d i s t e n d i n g  f o r c e s  t e n d  t o  i n c r e a s e  t h e  c i r c u m f e r e n c e  of t h e  v e s s e l  [ 1 7 ] .  P u l s e  
p r e s s u r e  o f t e n  i n c r e a s e s  i n  h y p e r t e n s i o n ,  a d v a n c e d  a r t e r i o s c l e r o s i s  o r  a o r t i c  
r e g u r g i t a t i o n  a n d  c a n  d e c r e a s e  i n  d e e p  s h o c k  [ 1 8 ] .  
1 . 3 . 1 . 3  C y c l i c  s t r a i n  
I n  a d d i t i o n  t o  f l u i d  s h e a r  a n d  t e n s i l e  s t r e s s ,  v a s c u l a r  E C ' s  a n d  S M C ' s  a r e  
c o n t i n u o u s l y  s u b j e c t e d  t o  c y c l i c  s t r a i n ,  w h i c h  a r i s e s  f r o m  t h e  p e r i o d i c  c h a n g e  i n  
v e s s e l  d i a m e t e r  a s  a  r e s u l t  o f  p u l s a t i v e  c h a n g e s  i n  a o r t i c  p r e s s u r e ,  a n d  t h u s  
c o r o n a r y  p e r f u s i o n  p r e s s u r e .  R e c e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  e x e r t s  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  o n  V S M C  [ 2 1 ] ,  w h i c h  i s  w i d e l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  1 . 4 . 4  
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1 . 4  P h e n o t y p i c  M o d u l a t i o n / S w i t c h i n g  O f  S m o o t h  M u s c l e  C e l l s  
d u r i n g  V a s c u l a r  D e v e l o p m e n t  a n d  D i s e a s e .  
T h e  V S M C  i n  m a t u r e  a n i m a l s  a r e  h i g h l y  s p e c i a l i z e d  c e l l s  w h o s e  p r i n c i p a l  
f u n c t i o n  i s  c o n t r a c t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  b l o o d  v e s s e l  t o n e - d i a m e t e r ,  b l o o d  
p r e s s u r e ,  a n d  b l o o d  f l o w  d i s t r i b u t i o n .  S M C  w i t h i n  a d u l t  b l o o d  v e s s e l s  
p r o l i f e r a t e  a t  a n  e x t r e m e l y  l o w  r a t e ,  e x h i b i t  v e r y  l o w  s y n t h e t i c  a c t i v i t y ,  a n d  
e x p r e s s  a  r e p e r t o i r e  of c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s ,  i o n  c h a n n e l s ,  a n d  s i g n a l i n g  
m o l e c u l e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  c e l l ' s  c o n t r a c t i l e  f u n c t i o n  [ 1 3 1 ] .  U n l i k e  e i t h e r  s k e l e t a l  
o r  c a r d i a c  m u s c l e  t h a t  a r e  t e r m i n a l l y  d i f f e r e n t i a t e d ,  S M C  w i t h i n  a d u l t  a n i m a l s  
m a i n t a i n  r e m a r k a b l e  p l a s t i c i t y  a n d  c a n  u n d e r g o  p r o f o u n d  a n d  r e v e r s i b l e  
c h a n g e s  i n  p h e n o t y p e  i n  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  i n  l o c a l  e n v i r o n m e n t  t h a t  
n o r m a l l y  r e g u l a t e  p h e n o t y p e  [ 1 3 1 ] .  T h e  e x a m p l e  of S M C  p l a s t i c i t y  c a n  b e  s e e n  
d u r i n g  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t  w h e n  t h e  S M C  p l a y  a  k e y  r o l e  i n  m o r p h o g e n e s i s  
o f  t h e  b l o o d  v e s s e l  a n d  e x h i b i t  h i g h  r a t e s  o f  p r o l i f e r a t i o n ,  m i g r a t i o n ,  a n d  
p r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  c o m p o n e n t s  t h a t  m a k e  u p  a  m a j o r  p o r t i o n  o f  
t h e  b l o o d  v e s s e l  w a l l  w h i l e  a t  t h e  s a m e  t i m e  a c q u i r i n g  c o n t r a c t i l e  c a p a b i l i t i e s .  
S i m i l a r l y ,  i n  r e s p o n s e  t o  v a s c u l a r  i n j u r y ,  t h e  S M C  d r a m a t i c a l I y  i n c r e a s e s  i t s  r a t e  
o f  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  m i g r a t i o n ,  a n d  s y n t h e t i c  c a p a c i t y  a n d  p l a y s  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  
v a s c u l a r  r e p a i r  [ 1 3 1 , 1 3 2 ] .  
H o w e v e r ,  a n  u n f o r t u n a t e  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  h i g h  d e g r e e  of p l a s t i c i t y  e x h i b i t e d  
b y  t h e  S M C  i s  t h a t  i t  p r e d i s p o s e s  t h e  c e l l  t o  a b n o r m a l  e n v i r o n m e n t a l  s i g n a l s  
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t h a t  c a n  l e a d  t o  u n f a v o r a b l e  p h e n o t y p i c  s w i t c h i n g  a n d  a c q u i s i t i o n  o f  
c h a r a c t e r i s t i c s  t h a t  c a n  c o n t r i b u t e  t o  d e v e l o p m e n t  of v a s c u l a r  d i s e a s e .  I n d e e d ,  
t h e r e  i s  s t r o n g  e v i d e n c e  t h a t  p h e n o t y p i c  s w i t c h i n g  of t h e  S M C ,  d e f i n e d  a s  a n y  
c h a n g e  i n  t h e  n o r m a l  s t r u c t u r e  o r  f u n c t i o n  of t h e  d i f f e r e n t i a t e d  S M C ,  p l a y s  a  
m a j o r  r o l e  i n  a  n u m b e r  of m a j o r  d i s e a s e s  i n  h u m a n s  i n c l u d i n g  a r t e r i o s c l e r o s i s ,  
c a n c e r ,  a n d  h y p e r t e n s i o n  [ 1 3 2 ] .  
1 . 4 . 1  S M C  p h e n o t y p i c  s w i t c h i n g  i n  A r t e r i o s c l e r o s i s  
T h e  b e s t  e x a m p l e  o f  a  d i s e a s e  i n  w h i c h  S M C  p h e n o t y p i c  s w i t c h i n g  i s  b e l i e v e d  
t o  p l a y  a  k e y  r o l e  i s  a r t e r i o s c l e r o s i s ,  a  d i s e a s e  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  o v e r  5 5 %  o f  
a l l  d e a t h s  i n  W e s t e r n  c i v i l i z a t i o n .  A r t e r i o s c l e r o s i s  i s  a  c o m p l e x  d i s e a s e  
i n v o l v i n g  m a n y  c e l l  t y p e s  i n c l u d i n g  m a c r o p h a g e s ,  l y m p h o c y t e s ,  n e u t r o p h i l s ,  
e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  v a s c u l a r  S M C  [ 1 3 1 ,  1 3 3 1 .  T h e  r o l e  of t h e  S M C  a p p e a r s  t o  
v a r y  d e p e n d i n g  o n  t h e  s t a g e  o f  t h e  d i s e a s e ,  w i t h  i t  p l a y i n g  a  m a l a d a p t i v e  r o l e  
i n  l e s i o n  d e v e l o p m e n t  a n d  p r o g r e s s i o n ,  b u t  l i k e l y  p l a y i n g  a n  a d a p t i v e  r o l e  
w i t h i n  t h e  f i b r o u s  c a p  i n  s t a b i l i z i n g  p l a q u e s  b e f o r e  a c t i v a t i o n  o f  p r o t e a s e  
c a s c a d e s  t h a t  m a y  c o n t r i b u t e  t o  e n d - s t a g e  d i s e a s e  e v e n t s  s u c h  a s  p l a q u e  r u p t u r e  
[ 1 3 4 ] .  T h e  c o n t r i b u t i o n s  of t h e  S M C  a r e  a  f u n c t i o n  of v e r y  c o m p l e x  c h a n g e s  i n  
t h e  d i f f e r e n t i a t e d  s t a t e  o f  t h e  S M C  i n c l u d i n g  i n c r e a s e d  m a t r i x  p r o d u c t i o n  [ 1 3 5 ] ,  
p r o d u c t i o n  of v a r i o u s  p r o t e a s e s  [ 1 3 4 ] ,  p a r t i c i p a t i o n  i n  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e s  i n c l u d i n g  p r o d u c t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a n d  e x p r e s s i o n  o f  a t  
l e a s t  s o m e  i n f l a m m a t o r y  c e l l  m a r k e r s  [ 1 3 6 ] ,  a l t e r e d  c o n t r a c t i l i t y  a n d  e x p r e s s i o n  
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o f  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s  
[ 1 3 7 J r  a n d  a  v a r i e t y  o f  o t h e r  c h a n g e s  t h a t  h a v e  
c o l l e c t i v e l y  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  " p h e n o t y p i c  m o d u l a t i o n r r  [ 1 3 2 ] .  
1 . 4 . 2  R e g u l a t i o n  O f  S M C  D i f f e r e n t i a t i o n  
C e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  s i m p l y  t h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  m u l t i p o t e n t i a l  c e l l s  i n  
t h e  d e v e l o p i n g  o r g a n i s m  g a i n  c e l l - s p e c i f i c  c h a r a c t e r i s t i c s  t h a t  d i s t i n g u i s h  t h e m  
f r o m  o t h e r  c e l l  t y p e s .  D i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  S M C  e x h i b i t s  a  w i d e  r a n g e  o f  
d i f f e r e n t  p h e n o t y p e s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  a n d  e v e n  i n  a d u l t  
o r g a n i s m s  t h e  c e l l  i s  n o t  t e r m i n a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  a n d  i s  c a p a b l e  o f  m a j o r  
c h a n g e s  i n  i t s  p h e n o t y p e  i n  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  i n  i t s  l o c a l  e n v i r o n m e n t  [ 1 3 2 ] .  
F o r  e x a m p l e ,  d u r i n g  e a r l y  s t a g e s  o f  v a s c u l o g e n e s i s  S M C  a r e  h i g h l y  m i g r a t o r y  
a n d  u n d e r g o  v e r y  r a p i d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  [ 1 3 2 ] .  
D u r i n g  v a s c u l a r  i n j u r y ,  " c o n t r a c t i l e "  S M C  a r e  c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  t r a n s i e n t  
m o d i f i c a t i o n  of t h e i r  p h e n o t y p e  t o  a  h i g h l y  " s y n t h e t i c "  p h e n o t y p e ,  a n d  t h e y  
p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  r e p a i r  of t h e  v a s c u l a r  i n j u r y .  U p o n  r e s o l u t i o n  o f  t h e  i n j u r y ,  
t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t a l  s i g n a l s  w i t h i n  t h e  v e s s e l  r e t u r n  t o  n o r m a l ,  a n d  S M C  
r e a c q u i r e  t h e i r  c o n t r a c t i l e  p h e n o t y p e  [ 1 3 2 ] .  
T a k e n  t o g e t h e r ,  S M C  a r e  h i g h l y  p l a s t i c  c e l l s  c a p a b l e  of p r o f o u n d  a l t e r a t i o n s  i n  
t h e i r  p h e n o t y p e  i n  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  i n  l o c a l  e n v i r o n m e n t  t h a t  i s  i m p o r t a n t  
f o r  t h e i r  d i f f e r e n t i a t i o n .  
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1 . 4 . 3  V S M C  D i f f e r e n t i a t i o n  M a r k e r s  
T h e r e  i s  a  r e p e r t o i r e  of g e n e s  e x p r e s s e d  b y  a d u l t  V S M C  i n  v i f r o  t h a t  d i c t a t e  t h e  
p h e n o t y p e  o f  t h e s e  c e l l s .  A  v a r i e t y  of S M C - s e l e c t i v e  o r  s p e c i f i c  g e n e s  a n d  g e n e  
p r o d u c t s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  t h a t  s e r v e  a s  u s e f u l  m a r k e r s  o f  t h e  r e l a t i v e  s t a t e  
o f  d i f f e r e n t i a t i o n - m a t u r a t i o n  o f  t h e  S M C .  T h e s e  i n c l u d e  t h e  s m o o t h  m u s c l e  
i s o f o r m s  o f  c o n t r a c t i l e  a p p a r a t u s  p r o t e i n s :  S M  a - a c t i n ,  S M  M H C ,  h l - c a l p o n i n ,  
S M 2 2 ,  a o r t i c  c a r b o x y p e p t i d a s e - l i k e  p r o t e i n  ( A C L P ) ,  d e s m i n ,  h - c a l d e s m o n ,  
m e t a v i n c u l i n ,  t e l o k i n  a n d  s m o o t h e l i n  [ 1 3 2 , 1 3 8 ] .  T h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  S M C  
m a r k e r  i s  S M  a - a c t i n .  T h i s  p r o t e i n  i s  a n  e x c e l l e n t  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  
a n d  i s  t h e  f i r s t  k n o w n  p r o t e i n  e x p r e s s e d  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  S M C  
d u r i n g  d e v e l o p m e n t  [ 1 3 2 , 1 3 8 ] .  M o r e o v e r ,  i t  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
f u l l y  d i f f e r e n t i a t e d  S M C  a n d  i s  b y  f a r  t h e  s i n g l e  m o s t  a b u n d a n t  p r o t e i n  i n  
d i f f e r e n t i a t e d  S M C s  m a k i n g  u p  t o  4 0 %  o f  t o t a l  c e l l  p r o t e i n  [ 1 3 2 ,  1 3 8 1 .  S i m i l a r l y ,  
a l l  t h e  r e m a i n i n g  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  g e n e s  a r e  e x p r e s s e d  i n  a  v a r i e t y  
o f  c i r c u m s t a n c e s  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s .  S M 2 2 ,  a  c a l p o n i n - l i k e  p r o t e i n  o f  u n k n o w n  
f u n c t i o n ,  e x h i b i t s  a n  e x p r e s s i o n  p a t t e r n  v e r y  s i m i l a r  t o  S M  a - a c t i n .  I t  i s  
e x p r e s s e d  i n  s k e l e t a l  a n d  c a r d i a c  m u s c l e  d u r i n g  d e v e l o p m e n t .  H 1  c a l p o n i n ,  a  
c a l c i u m  r e g u l a t o r y  p r o t e i n ,  i s  e x p r e s s e d  i n  c a r d i a c  m y o c y t e s ,  m y o f i b r o b l a s t s ,  
a n d  a  v a r i e t y  o f  t u m o r  c e l l  [ 1 3 9 ,  1 4 0 1 .  A C L P  i s  w i d e l y  e x p r e s s e d  i n  m a n y  
t i s s u e s .  S m o o t h e l i n  a p p e a r s  t o  b e  s e l e c t i v e l y  e x p r e s s e d  i n  d i f f e r e n t i a t e d  S M C s  
a s  t w o  k n o w n  i s o f o r m s :  a  5 5 - k D a  ( t y p e  A )  a n d  1 2 0 - k D a  ( t y p e  B )  i s o f o r m  t h a t  
a r e  e x p r e s s e d  s e l e c t i v e l y  i n  v i s c e r a l  S M C s  a n d  v a s c u l a r  S M C s ,  r e s p e c t i v e l y  
[ I 4 1  1 .  
1 . 4 . 4  E f f e c t s  o f  m e c h a n i c a l  f o r c e s  o n  V S M C ' s  
V a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  ( V S M C ' s )  i n  t h e  m a j o r  a r t e r i e s  a r e  c o n s t a n t l y  
e x p o s e d  t o  c y c l i c  s t r a i n  [ 1 6 ] .  R e c e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  p l a y s  a n  
i m p o r t a n t  r o l e  i n  g r o w t h  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  V S M C ' s  u n d e r  b o t h  n o r m a l  
a n d  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  [ 1 6 ,  1 9 ,  2 0 1 .  I n  h y p e r t e n s i o n ,  c y c l i c  s t r a i n  i n c r e a s e s  
b y  a s  m u c h  a s  3 0 % ,  r e s u l t i n g  i n  m a r k e d  a l t e r a t i o n  i n  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  a n d  
g e n e  e x p r e s s i o n  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  V S M C  h y p e r t r o p h y  a n d  h y p e r p l a s i a  [ 2 0 ,  2 1 ,  
2 2 1 .  M o r e o v e r ,  m e c h a n i c a l  s t r e s s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a l t e r a t i o n s  i n  
v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  p h e n o t y p e ,  i n c l u d i n g  c e l l  m o r p h o l o g y ,  
p r o l i f e r a t i o n ,  a p o p t o s i s  [ 2 3 ] ,  p r o d u d i o n  o f  v a s o a c t i v e  s u b s t a n c e s  [ 1 9 ,  201, g e n e  
e x p r e s s i o n  [ 2 3 , 2 4 , 2 5 ]  a n d  a l i g n m e n t  [ 2 3 ] ,  
S e v e r a l  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  s t u d y  e f f e c t s  o f  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  o n  c u l t u r e d  V S M C ' s .  M o d e l s  s u c h  a s  t h e  F l e x e r c e l l  S t r a i n  
U n i t  [ 2 6 ,  271 a l l o w  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  m e c h a n i c a l  s t r a i n  o n  
c u l t u r e d  V S M C ' s .  A  n u m b e r  o f  s t u d i e s  h a v e  u s e d  t h i s  m o d e l  t o  a s s e s s  t h e  e f f e c t  
o f  c y c l i c  s t r a i n  o n  p r o l i f e r a t i o n  o f  c u l t u r e d  V S M C ' s .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  
h a v e  b e e n  s o m e w h a t  c o n f l i c t i n g ,  w i t h  b o t h  i n c r e a s e s  a n d  d e c r e a s e s  i n  
p r o l i f e r a t i o n  b e i n g  r e p o r t e d .  P r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  b o t h  
i n t a c t  a o r t i c  c u l t u r e s  [ 2 8 ]  a n d  c u l t u r e d  V S M C  f r o m  h u m a n s ,  r a b b i t s  a n d  r a t s  
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[ 2 9 ,  3 0 ,  3 1 1 .  C o n v e r s e l y ,  a  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  
s t i m u l i  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  p o r c i n e  V S M C  a n d  i n  A 1 0  c e l l s  [ 3 2 , 3 3 ] .  T h e  c a u s e s  
of t h e s e  d i s p a r a t e  e f f e c t s  r e m a i n  t o  b e  d e t e r m i n e d ,  b u t  a r e  l i k e l y  t o  i n v o l v e  t h e  
o r i g i n  o f  t h e  c e l l s ,  c h a n g e s  i n  p h e n o t y p e  o c c u r r i n g  i n  c u l t u r e ,  a n d  t h e  
c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  t h e  c e l l s  a r e  m a i n t a i n e d  [ 2 5 ] .  
M e c h a n i c a l  s t r a i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  a l s o  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  
V S M C  c o n t r a c t i l e  f u n c t i o n ,  v e s s e l  w a l l  m o r p h o l o g y ,  a n d  s e n s i t i v i t y  t o  
v a s o c o n s t r i c t i o n  [ 3 4 ,  3 5 1 .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  a l t e r s  c u l t u r e d  
V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  c h a r a c t e r i s e d  b y  c h a n g e s  of " c o n t r a c t i l e "  p h e n o t y p e  i n t o  
a  " s y n t h e t i c "  p h e n o t y p e  [ 3 6 ] .  S u c h  c h a n g e s  i n  V S M C  c e l l s  h a v e  a l s o  b e e n  
f o u n d  f o l l o w i n g  i n j u r y  o r  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  of a r t e r i o s c l e r o s i s  [ 2 1 ) .  I t  h a s  
b e e n  p r o p o s e d  t h a t  t h i s  s y n t h e t i c  p h e n o t y p e  o f  c u l t u r e d  V S M C ' s  m a y  b e  
s i m i l a r  t o  t h a t  s e e n  i n  v i v o  i n  a r t e r i o s c l e r o t i c  l e s i o n s  [ 2 5 ] .  S y n t h e t i c  ( i n t i m a l )  
S M C ' s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  v a s c u l a r  r e m o d e l l i n g  f o l l o w i n g  i n j u r y ,  a r e  
p h e n o t y p i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  t h e i r  c o n t r a c t i l e  ( m e d i a l )  c o u n t e r p a r t s .  S y n t h e t i c  
c e l l s  r e s e m b l e  i m m a t u r e ,  d e d i f f e r e n t i a t e d  S M C  a n d  h a v e  l o w e r  l e v e l  o f  
c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s ,  f e w e r  m y o f i l a m e n t s  a n d  e x p r e s s  a  l a r g e  n u m b e r  o f  p r o t e i n s  
i n v o l v e d  i n  l e s i o n  d e v e l o p m e n t  [ 2 0 ] .  C o n t r a c t i l e  S M C ' s  e x p r e s s  d i f f e r e n t i a t e d  
c e l l  m a r k e r s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o n t r a c t i l e  f u n c t i o n  ( a c t i n ,  m y o s i n  e t c )  a n d  t h e  
s y n t h e s i s  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  e x t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  v e s s e l  w a l l  
( e l a s t i n ,  o s t e o p o n t i n  e t c )  [ 3 8 ] .  
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1 . 5  I n v o l v e m e n t  o f  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  
m u s c l e  c e l l  f a t e .  
A  n u m b e r  of d i f f e r e n t  i n t e r c e l l u l a r  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  
k e y  p l a y e r s  i n  t h e  p r o c e s s  of v a s c u l o g e n e s i s ,  a n g i o g e n e s i s  a n d  v a s c u l a r  
r e m o d e l i n g .  T h e s e  p a t h w a y s  i n c l u d e  t h e  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  
( V E G F )  p a t h w a y ,  f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  p a t h w a y ,  t h e  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  
f a c t o r  ( T G F )  p a t h w a y ,  t h e  A n g i o p o i e t i n / T i e  r e c e p t o r  p a t h w a y ,  p l a t e l e t - d e r i v e d  
g r o w t h  f a c t o r  p a t h w a y  ( P D G F )  [ 3 ] ,  t h e  e p h r i n / E p h  r e c e p t o r  p a t h w a y ,  a n d  m a n y  
o t h e r s  [ 2  4 ,  51. H o w e v e r ,  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m  of v a s c u l a r  r e m o d e l i n g  i s  
s t i l l  u n c l e a r .  I n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r - I  ( I G F - I )  i s  t h e  m o s t  p o t e n t  f o r  
m a i n t a i n i n g  t h e  d i f f e r e n t i a t e d  S M C .  I n  t h e  I G F - I - s t i m u l a t e d  c u l t u r e  s y s t e m ,  
p h o s p h o i n o s i t i d e  3 - k i n a s e  ( P I 3 - K )  a n d  i t s  d o w n s t r e a m  t a r g e t ,  p r o t e i n  k i n a s e  B  
( P K B ( A k t ) ) ,  b u t  n o t  m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e s  ( M A P K s ) ,  m e d i a t e  t h e  
c r i t i c a l  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  [ 4 3 ] .  M A P K s  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  s i g n a l i n g  
c a s c a d e s  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o l i f e r a t i o n  a n d  h y p e r t r o p h y  o f  S M C s .  T h e s e  i n c l u d e  
e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e g u l a t e d  k i n a s e  ( E R K )  a n d  t h e  s t r e s s - a c t i v a t e d  M A P K s ,  c -  
J u n  N H 2 - t e r m i n a l  p r o t e i n  k i n a s e  ( J N K )  a n d  p 3 8 M A P K .  E R K  i s  a c t i v a t e d  i n  
r e s p o n s e  t o  g r o w t h  f a c t o r s ,  c y t o k i n e s ,  a n d  c e l l u l a r  s t r e s s e s  a n d  i s  i n v o l v e d  i n  a  
v a r i e t y  o f  b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s .  B o t h  t h e  ERK a n d  p 3 8 M A P K  p a t h w a y s  
t r i g g e r e d  b y  P D G F - B B ,  b F G F ,  a n d  E G F  w e r e  f o u n d  t o  p l a y  a n  e s s e n t i a l  r o l e  i n  
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i n d u c i n g  S M C  d e - d i f f e r e n t i a t i o n ,  w h e r e a s  t h e  P I 3 - K / P K B ( A k t )  p a t h w a y  w a s  
c r i t i c a l  i n  m a i n t a i n i n g  a  d i f f e r e n t i a t e d  s t a t e .  
P D G F  i s  a  p o t e n t  c h e m o - a t t r a c t a n t  f o r  S M C s ,  a n d  T G F - P  r e g u l a t e s  S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n .  P D G F - B  s t i m u l a t i o n  u p - r e g u l a t e s  A n g l  e x p r e s s i o n  i n  S M C s  
t h r o u g h  t h e  P I 3 K  a n d  P K C  p a t h w a y s  a n d  p r o d u c e s  a n  a c u t e  i n d u c t i o n  of T G F - P  
e x p r e s s i o n  i n  S M C s  t h r o u g h  t h e  M A P K / E R K  p a t h w a y  [ 4 5 ] .  I n t e r e s t i n g l y ,  T G F - P  
n e g a t i v e l y  r e g u l a t e s  A n g l  e x p r e s s i o n  i n d u c e d  b y  t h e  P D G F - B  s t i m u l a t i o n  i n  
S M C s  [ 4 0 ] .  D e v e l o p m e n t a l  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  T i e 2 1  A n g l  s i g n a l i n g  m e d i a t e s  
r e c r u i t m e n t  of S M C s  d u r i n g  v a s c u l a r  m a t u r a t i o n .  T h i s  s u g g e s t s  a  t i g h t  
r e g u l a t i o n  o f  T i e 2  a c t i v i t y ,  P D G F  r e c e p t o r  a d i v i t y ,  a n d  T G F - J 3  r e c e p t o r  a c t i v i t y ,  
w h i c h  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  a p p r o p r i a t e  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t  [ 4 5 ] .  
T a k e n  t o g e t h e r ,  t h e r e  a r e  m a n y  d i f f e r e n t  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  i n v o l v e d  i n  
v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t .  R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  a d d e d  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  
t o  t h i s  l i s t  [ 7 J .  
1 . 5 . 1  
N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  i n  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t  
E v i d e n c e  t h a t  t h e  N o t c h  p a t h w a y  p l a y s  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t  
a n d  h o m e o s t a s i s  i n c l u d e s  t h e  s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  p a t h w a y  l i g a n d s  a n d  
r e c e p t o r s  i n  v a s c u l a r  e n d o t h e l i u m  o r  s u p p o r t i n g  c e l l s  [ 4 2 - 5 1 1 ,  a s  w e l l  a s  t h e  
p h e n o t y p e s  o f  s e v e r a l  t a r g e t e d  m u t a n t s  i n  N o t c h  p a t h w a y  c o m p o n e n t s .  T h e s e  
m u t a n t  a n i m a l s ,  w h i c h  i n c l u d e  m u t a t i o n s  i n  g e n e s  e n c o d i n g  b o t h  l i g a n d s  a n d  
r e c e p t o r s ,  d i e  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  f r o m  h a e m o r r h a g i n g  b e c a u s e  o f  d e f e c t s  i n  
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v a s c u l a r  m o r p h o g e n e s i s  [ 5 2 ,  5 3 1 .  M u t a t i o n s  of N o t c h  r e c e p t o r s  a n d  l i g a n d s  i n  
m i c e  l e a d  t o  a b n o r m a l i t i e s  i n  m a n y  t i s s u e s ,  i n c l u d i n g  t h e  v a s c u l a r  s y s t e m  [ 5 4 ] .  
H u m a n  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  A l a g i l l e  s y n d r o m e  ( A G S )  a n d  c e r e b r a l  a u t o s o m a l -  
d o m i n a n t  a r t e r i o p a t h y  w i t h  s u b c o r t i c a l  i n f a r c t s  a n d  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y  
( C A D A S I L ) ,  w h i c h  s h o w  a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m ,  a r e  c a u s e d  
b y  m u t a t i o n s  of t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d - 1  a n d  t h e  r e c e p t o r  N o t c h - 3 ,  
r e s p e c t i v e l y  [ 5 5 ] .  S u c h  f i n d i n g s  e v i d e n t l y  d i s p l a y  a  c r u c i a l  r o l e  of t h e  N o t c h  
p a t h w a y  i n  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t .  
C h a p t e r  2 .  
N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  
N o t c h  w a s  i d e n t i f i e d  g e n e t i c a l l y  i n  a  m u t a n t  f l y  w i t h  ' n o t c h e s '  i n  i t s  w i n g s  [ 5 6 ] ,  
w h i c h  i n d i c a t e d  i t s  r e q u i r e m e n t  i n  w i n g  o u t g r o w t h .  N o t c h  h a s  s i n c e  b e e n  
f o u n d  t o  b e  c r u c i a l  f o r  p a t t e r n i n g  i n  a  g r e a t  n u m b e r  o f  o t h e r  d e v e l o p m e n t a l  
s e t t i n g s  t h r o u g h o u t  t h e  a n i m a l  k i n g d o m ,  f r o m  w o r m s  t o  h u m a n s .  N o t c h  
s i g n a l l i n g  i s  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  m e c h a n i s m  t h a t  r e g u l a t e s  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  
t h r o u g h o u t  t h e  d e v e l o p m e n t  of i n v e r t e b r a t e  a n d  v e r t e b r a t e  s p e c i e s .  I n  
v e r t e b r a t e s  r e c e p t o r s ,  l i g a n d s ,  a n d  o t h e r  c o m p o n e n t s  of N o t c h  s i g n a l i n g  
p a t h w a y  a r e  e x p r e s s e d  i n  v a r i o u s  o r g a n s  f r o m  a l l  t h r e e - g e r m  l i n e s ,  i n c l u d i n g  
v e s s e l s  [ 5 6 ] .  N o t c h  i s  a  s i n g l e  s p a n n i n g  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n  ( F i g .  2 )  w i t h  
m a n y  r e p e a t s  of a  p r o t e i n  m o d u l e  r e s e m b l i n g  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( E G F )  
a n d  t h r e e  m e m b r a n e - p r o x i m a l  L i n l 2 J N o t c h J G l p - 1  ( L N G )  r e p e a t s  1 5 7 1 .  T h e  
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i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  h a s  f o u r  d i s t i n c t  r e g i o n s ,  t h e  R A M  d o m a i n ,  t h e  a n k y r i n  
r e p e a t s ,  a  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t o r  d o m a i n  ( T A D )  a n d  t h e  P E S T  ( p r o l i n e - ,  
g l u t a m a t e - ,  s e r i n e - ,  t h r e o n i n e - r i c h )  s e q u e n c e .  T w o  n u c l e a r  l o c a l i z a t i o n  
s e q u e n c e s  a r e  p r e s e n t  p r i o r  t o  a n d  f o l l o w i n g  t h e  a n k y r i n  r e p e a t s  [ 5 7 ] .  N o t c h  
a c t i v a t i o n  i n v o l v e s  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e s  a t  t h r e e  s i t e s  S 1 ,  S 2  a n d  S 3  w h e r e :  S 1  
c l e a v a g e  o c c u r s  w i t h i n  t h e  s e c r e t o r y  p a t h w a y  s o  t h a t  a  p r o c e s s e d  h e t e r o d i m e r i c  
f o r m  i s  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e ;  S 2  c l e a v a g e  o c c u r s  f o l l o w i n g  l i g a n d  
b i n d i n g  b y  D e l t a  o r  S e r r a t e  ( J a g g e d  i n  m a m m a l s )  t h r o u g h  t h e i r  
D e l t a / S e r r a t e / L a g 2  ( D S L )  d o m a i n s  a n d  r e l e a s e s  a  m e m b r a n e  t e t h e r e d  f o r m  o f  
t h e  N o t c h  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n ;  S 3  c l e a v a g e  r e l e a s e s  t h e  s o l u b l e  i n t r a c e l l u l a r  
d o m a i n  o f  N o t c h  ( N I C D )  [ 5 8 ] .  N I C D  i s  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  n u c l e u s  w h e r e  i t  
b i n d s  t o  a  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  S u p p r e s s o r  o f  H a i r l e s s  ( S u  ( H ) ) ,  o r  C B F l  i n  
v e r t e b r a t e s ,  v i a  t h e  R A M  d o m a i n  a n d  a n k y r i n  r e p e a t s  ( F i g  3 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  
a  N o t c h  I C ,  S u  ( H ) / C B F l  c a n  r e p r e s s  t r a n s c r i p t i o n  t h r o u g h  t h e  r e c r u i t m e n t  o f  a  
h i s t o n e  d e a c e t y l a s e  ( H D A C )  [ 5 9 ] .  B i n d i n g  o f  N I C D  d i s p l a c e s  H D A C  ( F i g .  3 )  
a n d  a l l o w s  r e c r u i t m e n t  o f  h i s t o n e  a c e t y l a s e s  a n d  t h e  n u c l e a r  p r o t e i n  
M a s t e r m i n d ,  w h i c h  t o g e t h e r  a c t i v a t e  t r a n s c r i p t i o n  o f  d o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e s ,  
s u c h  a s  H a i r y  E n h a n c e r  o f  S p l i t  ( H E S )  . a n d  H R T ' s  [ 6 0 ] .  
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F i g .  2  D o m a i n  O r g a n i z a t i o n  o f  N o t c h  R e c e p t o r s  [ 6 1 ]  
P r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  b y  f u r i n  a t  s i t e  1  ( S l )  p r o d u e s  t w o  s u b u n i t s ,  w h i c h  r e m a i n  n o n - c o v a l e n t l y  
a s s o c i a t e d  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .  E G F - l i k e  m o d u l e s  p a r t i c i p a t e  i n  b i n d i n g  t o  a  l i g a n d .  T w o  
c o n s e c u t i v e  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e s  i n d u c e d  u p o n  l i g a n d  a c t i v a t i o n  r e l e a s e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
d o m a i n  of N o t c h  ( N I C D ) .  N I C D  c o n s i s t s  o f  t h e  R A M  d o m a i n ,  N L S  ( n u c l e a r  l o c a l i z a t i o n  s i g n a l ) ,  
( A N K )  a T l k y r i ~ ~  r e p e a t s  a n d  T A D  ( t r a n s a c t i v a t i o n  d o m a i n ) .  P E S T  ( p r o l i n e ,  g l u t a m a t e ,  s e r i n e ,  
t h e o r t i n e - r i c h )  s e q u e n c e  r e g u l a t e s  p r o t e i n  t u r n o v e r .  E P  d o m a i n  ( n o t  s h o w n ) ,  w h i c h  m a p s  C -  
t e r m i n a l  t o  t h e  s i x t h  a n k y r i n  r e p e a t ,  w a s  d e f i n e d  a s  t h e  r e g i o n  m e d i a t i n g  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  w i t h  
t h e  H A T  ( h i s t o n e  a c e t y l a s e s )  p r o t e i n  p 3 0 0 .  
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F i g .  3  A c t i v a t i o n  o f  T a r g e t  G e n e s  b y  N o t c h  I n h a c e l l u l a r  D o m a i n  ( N I C D )  
I n  t h e  n u c l e u s ,  M C D  c o n v e r t s  C B F 1  h o r n  a  t r d p t i o n a l  r e p r e s s o r  t o  a  t r a n s c r i p t i o n a l  
a c t i v a t o r .  T h i s  c o n v e r s i o n  o c c u r s  b y  d i r e c t  p r o t e i n p r o t e i n  i n t e r a c t i o m  b e t w e e n  t h e  N o t c h  
i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n ,  SKU' ( S k i - r e l a t e d  P r o t e i n )  a n d  C B F l  w h i c h  l e a d s  t o  S M R T / H D A C  
d i s s o c i a t i o n  ( S i l e n c i n g  M e d i a t o r  o f  R e t i n o i d  a n d  T h y r o i d  h o r m o n e  r e c e p t o r s ;  W A C ,  H i s t o n e  
D e a c e t y I a s e ) .  
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2 . 1  N o t c h  S i p d  T r a n s d u c t i o n  
T h e  N o t c h  s i g n a l  i s  i n i t i a t e d  t h r o u g h  b i n d i n g  o f  t h e  l i g a n d ,  D e l t a  o r  S e r r a t e  
( J a g g e d  i n  m a m m a l s ) .  T h e  c y t o p l a s m i c  t a i l  o f  D e l t a  a l l o w s  t h e  l i g a n d l r e c e p t o r  
c o m p l e x  t o  b e  e n g a g e d  b y  t h e  e n d o c y t i c  m a c h i n e r y  w h i c h  m a y  p l a c e  t h e  
r e c e p t o r  u n d e r  m e c h a n i c a l  s t r a i n .  I n  s o m e  d e v e l o p m e n t a l  c o n t e x t s  t h e  
e n d o c y t o s i s  o f  t h e  l i g a n d  t o g e t h e r  w i t h  t h e  N o t c h  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  m a y  b e  
s t i m u l a t e d  b y  t h e  R i n g  F i n g e r  d o m a i n  E 3  u b i q u i t i n  l i g a s e  N e u r a l i z e d  ( F i g .  4 a )  
[ 5 8 ] .  T h e  p r o c e s s  o f  t r a n s - e n d o c y t o s i s  ( F i g .  4 b )  o f  t h e  N o t c h  e x t r a c e l l u l a r  
d o m a i n  m a y  e x p o s e  t h e  S 2  s i t e  f o r  c l e a v a g e  b y  a n  A D A M  m e t a l l o p r o t e a s e  s u c h  
a s  T A C E  ( T N F - a - c o n v e r t i n g  e n z y m e )  o r  K u z b a n i a n  ( F i g  5 ) .  T h e  r e l e a s e d  
m e m b r a n e  t e t h e r e d  N I C  ( F i g .  4 c )  i s  r e c o g n i z e d  b y  t h e  s e c r e t a s e  c o m p l e x ,  
i n c l u d i n g  t h e  m e m b r a n e  p r o t e i n s  P r e s e n i l i n  a n d  N i c a s t r i n .  N o t c h  i s  c l e a v e d  b y  
t h i s  c o m p l e x  a t  t h e  S 3  s i t e ,  w h i c h  i s  l o c a t e d  w i t h i n  i t s  t r a n s m e m b r a n e  d o m a i n .  
T h i s  c l e a v a g e  r e l e a s e s  s o l u b l e  N I C D ,  w h i c h  i s  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  n u c l e u s .  A  
r e c e n t  r e p o r t  [ 6 2 ]  s u g g e s t s  t h a t  P r e s e n i l i n  m a y  n o t  b e  t h e  p r o t e i n  t h a t  d i r e c t l y  
c l e a v e s  N o t c h .  
I n  t h e  n u c l e u s  N I C D  f o r m s  a  c o m p l e x  w i t h  t h e  D N A - b i n d i n g  p r o t e i n  S u  
( H ) / C B F l  ( F i g .  4 d ) .  T h e  l a t t e r  c a n  a c t  a s  a  t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r  a s  i t  r e c r u i t s  
h i s t o n e  d e a c e t y l a s e  ( H D A C )  ( F i g  3 ) ,  b u t  w h e n  c o m p l e x e d  w i t h  N I C D ,  t h e  
h i s t o n e  d e a c e t y l a s e  i s  d i s p l a c e d  a n d  h i s t o n e  a c e t y l a s e  ( H A T )  m o l e c u l e s  a r e  
r e c r u i t e d  w h i c h  a c t  t o  p r o m o t e  a  c h r o m a t i n  c o n f o r m a t i o n  f a v o r a b l e  t o  
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t r a n s c r i p t i o n .  O t h e r  t r a n s c r i p t i o n  a c t i v a t i n g  p r o t e i n s  s u c h  a s  M a s t e r m i n d  a r e  
a l s o  r e c r u i t e d  [ 6 2 ] .  T h e  s i g n a l  i s  t e r m i n a t e d  t h r o u g h  u b i q u i t i n a t i o n  o f  N I C D  b y  
a  c o m p l e x  i n c l u d i n g  S e l - 1 0 ,  f o l l o w e d  b y  p r o t e o s o m e - d e p e n d e n t  d e g r a d a t i o n  
( F i g .  4 e ) .  N e g a t i v e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l  m a y  a l s o  o c c u r  p r i o r  t o  l i g a n d -  
d e p e n d e n t  a c t i v a t i o n  t h r o u g h  t h e  a c t i v i t y  o f  a  N e d d 4  f a m i l y  H E C T  d o m a i n  E 3  
u b i q u i t i n  l i g a s e ,  S u  ( d x ) / l t c h  ( F i g .  4 f )  [ 6 2 ] .  N o t c h  l i g a n d s  a l s o  f o r m  c i s  
c o m p l e x e s  w i t h  N o t c h  t h a t  a n t a g o n i z e  t h e  s i g n a l  ( F i g .  4 g ) .  
T h e  p o s s i b l e  
a l t e r n a t i v e  m o d e l s  f o r  t h e  a c t i v i t y  o f  K u z b a n i a n  a n d  N e u r a l i z e d  a r e  s h o w n  i n  
F i g .  4 h - i .  D e l t a  u n d e r g o e s  K u z b a n i a n - d e p e n d e n t  c l e a v a g e ,  w h i c h  m a y  a c t  t o  
r e m o v e  t h e  c i s - i n h i b i t i o n  b y  t h e  l i g a n d  ( F i g .  4 h ) .  N e u r a l i z e d  m a y  a c t  t o  r e m o v e  
e x c e s s  D e l t a  b y  t r i g g e r i n g  i t s  e n d o c y t o s i s  ( F i g .  4 i ) ,  r e l i e v i n g  t h e  a n t a g o n i s t i c  c i s -  
i n t e r a c t i o n .  
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F i g .  4 .  M u l t i p l e  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  i n v o l v e d  i n  i n i t i a t i n g  a n d  r e g u l a t i n g  t h e  N o t c h  s i g n a l  
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2 . 1 . 1  S 1  s i t e  c l e a v a g e :  N o t c h  p r o c e s s i n g  w i t h i n  t h e  s e c r e t o r y  
p a t h w a y  
I t  h a s  b e e n  s h o w n  i n  m a m m a l i a n  c e l l s  t h a t  N o t c h - 1  a n d  - 2  a r e  c l e a v e d  w i t h i n  
t h e i r  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n s  [ 6 4 ] .  T h e  N o t c h  r e c e p t o r  i s  c l e a v e d  i n  t h e  t r a n s -  
G o l g i  n e t w o r k ,  b y  a  f u r i n - l i k e  c o n v e r t a s e ,  a n d  p r e s e n t e d  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e  a s  a  
h e t e r o d i m e r  ( F i g  5 ) .  T h e  t w o  c l e a v a g e  p r o d u c t s  r e m a i n  a s s o c i a t e d  n o n -  
c o v a l e n t l y  b u t  C a 2 + d e p e n d e n t  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .  
C l e a v a g e  a t  t h e  s i t e  S 1  y i e l d s  a n  1 8 0 - k D a  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  m a j o r i t y  o f  
t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n ,  a n d  a n  1 2 0 - k D a  f r a g m e n t  c o n s i s t i n g  o f  a  m e m b r a n e  
t e t h e r e d  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  w i t h  a  s h o r t  e x t r a c e l l u l a r  s e q u e n c e .  T h e  t w o  
c l e a v a g e  p r o d u c t s  r e m a i n  a s s o c i a t e d  n o n - c o v a l e n t l y  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  [ 6 5 ] .  I n  
m a m m a l i a n  c e l l s  t h i s  h e t e r o d i m e r i c  f o r m  c o m p r i s e s  t h e  m a j o r i t y  of t h e  N o t c h - 1  
r e c e p t o r  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  s i g n a l i n g  t h r o u g h  t h e  S u  
( H ) / C B F l - d e p e n d e n t  p a t h w a y  [ 6 6 , 6 7 l .  T h e  s i t u a t i o n  i n  D r o s o p h i l a e  i s  l e s s  c l e a r .  
F r a g m e n t s  o f  N o t c h  c o n t a i n i n g  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  
p r o t e i n  e x t r a c t s ,  w h i c h  r o u g h l y  c o r r e s p o n d  i n  s i z e  t o  t h a t  e x p e c t e d  f o r  t h e  1 2 0  
k D a  f r a g m e n t  o f  t h e  h e t e r o d i m e r  [ 6 4 ] ,  b u t  t h e  i d e n t i t i e s  o f  t h e s e  f r a g m e n t s  w e r e  
n o t  c h a r a c t e r i z e d .  I n  f a c t  r e c e n t  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  i t  i s  t h e  u n c l e a v e d  f o r m  o f  
D r o s o p h i l a  N o t c h ,  w h i c h  i s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  [ 6 8 ] .  F u r t h e r m o r e  a  r e g i o n  o f  
D r o s o p h i l a  N o t c h ,  w h i c h  i s  i n  a  c o r r e s p o n d i n g  p o s i t i o n  t o  t h e  N o t c h - 1  F u r i n -  
s e n s i t i v e  s e q u e n c e ,  w a s  f o u n d  n o t  t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  s i g n a l i n g  [ 6 8 ] .  T h e  
p p p  -  -  
s i t u a t i o n  f o r  t h e  o t h e r  m a m m a l i a n  N o t c h  r e c e p t o r s ,  a p a r t  f r o m  N o t c h - I ,  i s  d s s c  
n o t  d e t e r m i n e d  a n d  c o m p a r i s o n  o f  t h e i r  s e q u e n c e s  s u g g e s t s  t h e r e  m a y  b e  
d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  p r o c e s s i n g .  
C Y T O P L A S M  
E X T R A C E L L U L A R  S P A C E  
A D A M  F M ~ ! ! = Q  
Y  i r l  teua 
F i g .  5  N o t c h  a c t i v a t i o n  i n v o l v i n g  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e s  a t  t h r e e  s i t e s  [ 5 8 1  
S 1  -  N o n - a c t i v a t i n g  c l e a v a g e  m e d i a t e d  b y  f u r i n - l i k e  c o n v e r t a s e ,  o c c u r s  d u r i n g  m a t u r a t i o n  
w i t h i n  t h e  s e c r e t o r y  p a t h w a y  a n d  i t  i s  t h o u g h t  t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  c e l l  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  
h e t e r o d i m e r i c  f u l l - l e n g t h  r e c e p t o r .  S 2  -  a c t i v a t i n g  c l e a v a g e  m e d i a t e d  b y  m e t d o p r o t e i n a s e s ,  
O C ~ S  i n  r e s p o n s e  t o  l i g a n d  b i n d i n g ;  r e l i e v e s  e x t r a c e l l u l a r  i n h i b i t i o n  of s i g n a l i n g  b y  r e l e a s i n g  
t h e  e c t o d o m a i n .  5 3  -  a c t i v a t i n g  c l e a v a g e  m e d i a t e d  b y  7 - s e c r e t a s e - l i k e  p r o t e a s e ,  o c c u r s  w i t h i n  t h e  
t r a n s m e m b r a n e  d o m a i n  f o l l o w i n g  S 2  c l e a v a g e  r e s u l t i n g  i n  t h e  r e l e a s e  of N I C D  a n d  a c t i v a t i o n  o f  
d o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e s .  
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2 . 1 . 2  S 2  s i t e  c l e a v a g e :  l i g a n d - d e p e n d e n t  c l e a v a g e  o f  N o t c h  
T h e  S 2  c l e a v a g e  of N o t c h  o c c u r s  f o l l o w i n g  l i g a n d  b i n d i n g  b y  D e l t a  o r  S e r r a t e  
( J a g g e d )  t o  t h e  N o t c h  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  a n d  i s  t h o u g h t  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  a  
m e m b e r  o f  t h e  A D A M  m e t a l l o p r o t e a s e  f a m i l y  ( F i g  5 )  [ 6 9 ] .  S 2  c l e a v a g e  r e l e a s e s  a  
m e r n b r a n e - t e t h e r e d  f o r m  o f  t h e  N o t c h  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  t h a t  i s  a  c o n s t i t u t i v e  
s u b s t r a t e  f o r  t h e  5 3  c l e a v a g e .  
O n e  c a n d i d a t e  t h a t  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  S 1  c l e a v a g e  i s  K u z b a n i a n  w h o s e  
m u t a t i o n  g i v e s  p h e n o t y p e s  r e s e m b l i n g  t h o s e  of N o t c h  [ 6 9 ] .  H o w e v e r ,  t h e  t r u e  
r o l e  f o r  K u z b a n i a n  i s  c l o u d e d  b y  s e v e r a l  c o n t r a d i c t o r y  r e p o r t s .  T h e  K u z b a n i a n  
m u t a t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  p r e v e n t  a  c l e a v a g e  o f  D r o s o p h i l a  N o t c h  t h a t  w a s  
o r i g i n a l l y  t h o u g h t  t o  b e  a t  t h e  S 1  s i t e  [ 6 9 ] ,  w h i c h ,  a s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  m a y  n o t  
o c c u r  i n  D r o s o p h i l a  N o t c h .  T h i s  f r a g m e n t  m a y  t h e r e f o r e  r e f l e c t  i n  v i v o  S 2  s i t e  
c l e a v a g e ,  w h i c h  w o u l d  g i v e  a  s i m i l a r  s i z e d  b a n d ,  o r  o t h e r  c l e a v a g e  p r o d u c t s  o f  
N o t c h .  I n  a  l a t e r  s t u d y ,  e x p r e s s i o n  o f  a  d o m i n a n t  n e g a t i v e  f o r m  o f  K u z b a n i a n  
h a d  n o  e f f e c t  o n  N o t c h  p r o c e s s i n g  i n  c e l l  c u l t u r e  e x p e r i m e n t s ,  b u t  d i d  i n h i b i t  
p r o c e s s i n g  o f  t h e  l i g a n d  D e l t a  [ 7 0 ] .  A  r o l e  f o r  K u z b a n i a n  w a s  t h e r e f o r e  '  
a t t r i b u t e d  t o  t h e  g e n e r a t i o n  of a  s o l u b l e ,  s e c r e t e d  f o r m  o f  D e l t a ,  p o t e n t i a l l y  
c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  N o t c h  a t  a  d i s t a n c e  f r o m  t h e  L i g a n d - e x p r e s s i n g  c e l l .  
H o w e v e r ,  t h i s  d o e s  n o t  e x p l a i n  a  r e q u i r e m e n t  f o r  K u z b a n i a n  i n  t h e  c e l l  
r e c e i v i n g  t h e  N o t c h  s i g n a l  [ 6 8 ] .  I n  a d d i t i o n ,  a l t h o u g h  N o t c h  a c t i v a t i o n  b y  
s o l u b l e  l i g a n d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  [ 7 0 ] ,  o t h e r  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  s o l u b l e  D e l t a  
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c o n s t r u c t s  a c t  d o m i n a n t  n e g a t i v e l y  [ 7 1 ] .  F i n a l l y ,  a l t h o u g h  D e l t a  i s  c a p a b l e  i n  
v i v o  o f  a c t i n g  o v e r  s e v e r a l  c e l l  d i a m e t e r s ,  t h i s  m a y  b e  d u e  t o  c e l l - t o - c e l l  c o n t a c t  
b y  l o n g  c y t o p l a s m i c  e x t e n s i o n s  of t h e  D e l t a  e x p r e s s i n g  c e l l  [ 7 2 ] .  A n  a l t e r n a t i v e  
r o l e  f o r  K u z b a n i a n - m e d i a t e d  l i g a n d  c l e a v a g e  c o u l d  b e  t h e  r e m o v a l  of e x c e s s  
l i g a n d ,  w h i c h ,  w h e n  i n  a  c i s - i n t e r a c t i o n  w i t h  i t s  r e c e p t o r  o n  t h e  s a m e  c e l l ,  c a n  
h a v e  a  d o m i n a n t  n e g a t i v e  e f f e c t  o n  N o t c h  s i g n a l i n g .  T h i s  w o u l d  e x p l a i n  t h e  c e l l  
a u t o n o m y  f o r  K u z b a n i a n .  H o w e v e r  a  n e w  r e p o r t  s u p p o r t s  a  r o l e  f o r  K u z b a n i a n  
a c t i n g  o n  D r o s o p h i l a  N o t c h  [ 7 3 ]  
I n  m a m m a l s ,  a l t h o u g h  K u z b a n i a n  l o s s  o f  f u n c t i o n  h a s  a l s o  b e e n  l i n k e d  t o  N o t c h -  
l i k e  p h e n o t y p e s ,  K u z b a n i a n  d i d  n o t  c o - p u r i f y  w i t h  a n  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  
r e s p o n s i b l e  f o r  a n  i n  v i f r o  S 2  s i t e  c l e a v a g e  of N o t c h - 1  [ 7 3 ] .  I n s t e a d  a  d i f f e r e n t  
A D A M  p r o t e a s e ,  T A C E  ( T N F - a - c o n v e r t i n g  e n z y m e )  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  [ 7 3 ] .  
I t  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t h a t  D r o s o p h i l a  T A C E  c a n  c a u s e  a n  S 2 - l i k e  c l e a v a g e  o f  
D r o s o p h i l a  N o t c h  a l t h o u g h  i t  m a y  b e  a t  a  s i t e  d i s t i n c t  f r o m  t h a t  w h i c h  i s  
d e p e n d e n t  o n  K u z b a n i a n  [ 7 4 ]  ( d e f i n i t i v e  r o l e  f o r  T A C E  i n  t h e  s i g n a l  g e n e r a t i o n  
s t e p  i n  D r o s o p h i l a  a w a i t s  i d e n t i f i c a t i o n ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  o n e  c o n c l u s i o n  a r i s i n g  
f r o m  t h e  d a t a  i s  t h a t  t h e  s u b s e q u e n t  S 3  c l e a v a g e  s t e p  m a y  h a v e  a  d i f f e r e n t  
e f f i c i e n c y  d e p e n d i n g  o n  w h e t h e r  S 2  c l e a v a g e  w a s  p e r f o r m e d  b y  K u z b a n i a n  o r  
T A C E  [ 3 0 ] ,  w h i c h  i f  r e l e v a n t  i n  v i v o  m i g h t  h a v e  i m p l i c a t i o n s  f o r  t h e  s t r e n g t h  
a n d  d u r a t i o n  of t h e  N o t c h  s i g n a l .  I n  m a m m a l s  t h e  i d e n t i t y  o f  t h e  S 2  c l e a v i n g  
e n z y m e  i n  v i v o  i s  a l s o  n o t  f u l l y  e s t a b l i s h e d .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  S 2  c l e a v a g e  m a y  
i n v o l v e  t h e  a c t i v i t i e s  o f  m o r e  t h a n  o n e  e n z y m e  a n d  i n s p e c t i o n  of t h e  p r o t e i n  
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s e q u e n c e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  S 2  c l e a v a g e  m e c h a n i s m  m a y  n o t  b e  s t r i c t l y  
c o n s e r v e d  b e t w e e n  d i f f e r e n t  m e m b e r s  o f  t h e  N o t c h  f a m i l y .  
2 . 1 . 3  T h e  s i g n a l  g e n e r a t i o n  s t e p :  S 3  c l e a v a g e  
T h e  m e m b r a n e - t e t h e r e d  N I C D  p r o d u c t  of t h e  S 2  c l e a v a g e  i s  i t s e l f  a  s u b s t r a t e  f o r  
a  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  t h a t  c l e a v e s  N o t c h  a t  t h e  S 3  s i t e  [ 7 5 ] .  S 3  c l e a v a g e  h a p p e n s  
i n  t h e  t r a n s - m e m b r a n e  d o m a i n  o f  N I C D ,  a n d  i s  m e d i a t e d  b y  a  m u l t i p r o t e i n  
c o m p l e x  w i t h  g a m m a - s e c r e t a s e  a c t i v i t y  ( F i g .  4 ,  5 ) .  T h e  l a t t e r  p r o d u c t  w h i c h  i s  
s o l u b l e  N I C D  is t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  n u c l e u s  t o  a c t i v a t e  t h e  S u  ( H ) / C B F l -  
d e p e n d e n t  s i g n a l .  
I n  v i v o  s t u d i e s  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s ,  D r o s o p h i l a e  a n d  m i c e  [ 7 6 ]  h a v e  s h o w n  
t h a t  P r e s e n i l i n  p r o t e i n s  a r e  r e q u i r e d  f o r  N o t c h  s i g n a l i n g .  I n  m a m m a l s ,  
P r e s e n i l i n - 1  a n d  - 2  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a  l a r g e  c o m p l e x  o f  p r o t e i n s ,  w h i c h  m a k e  
u p  t h e  s e c r e t a s e  a c t i v i t y  t h a t  c l e a v e s  t h e  a m y l o i d  p r e c u r s o r  p r o t e i n  ( A P P ) ,  a l s o  
w i t h i n  i t s  t r a n s m e m b r a n e  d o m a i n  ( w h o s e  a b e r r a n t  c l e a v a g e  m a y  c a u s e  
A l z h e i m e r ' s  d i s e a s e ) [ 7 7 ] .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m e c h a n i s m s  l e a d i n g  t o  t h e  
c l e a v a g e  o f  A P P  a n d  N o t c h  m i g h t  b e  r e l a t e d .  I n  s u p p o r t  o f  t h i s ,  c o n s t i t u t i v e  
s i g n a l i n g  b y  m e m b r a n e  t e t h e r e d  N I C D ,  b u t  n o t  s o l u b l e  N I C D ,  i s  d e p e n d e n t  o n  
P r e s e n i l i n  [ 7 8 ] .  I t  s e e m s  t h a t  t h e  s m a l l  s i z e  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  i s  t h e  
i m p o r t a n t  f a c t o r  t h a t  t r i g g e r s  t h e  P r e s e n i l i n - d e p e n d e n t - s e c r e t a s e  a c t i v i t y  [ 7 8 ] ;  
h e n c e  m u t a t i o n s  o f  N o t c h  t h a t  r e m o v e  t h e  m a s s  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  a r e  
c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e .  O t h e r  p r o t e i n s  o f  t h e  l a r g e  y - s e c r e t a s e  c o m p l e x  m u s t  b e  
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i n v o l v e d  i n  t h i s  p r o c e s s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  m e m b r a n e  p r o t e i n ,  N i c a s t r i n ,  m a y  b e  
i n v o l v e d  i n  s u b s t r a t e  r e c o g n i t i o n  o r  P r e s e n i l i n  t r a f f i c k i n g  a n d  t u r n o v e r  [ 7 9 ] .  
T w o  f u r t h e r  c a n d i d a t e  c o m p o n e n t s  a r e  A p h - 1  a n d  P e n - 2 ,  w h i c h  a r e  m u l t i p a s s  
m e m b r a n e  p r o t e i n s  t h a t  p r o m o t e  y - s e c r e t a s e  c l e a v a g e  i n  C .  e l e g a n s  1 7 9 1 .  W h i l e  
P r e s e n i l i n  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  5 3  c l e a v a g e ,  w h e t h e r  i t  i s  i t s e l f  d i r e c t l y  r e s p o n s i b l e  
i s  l e s s  c l e a r .  A s p a r t y l - p r o t e a s e  t r a n s i t i o n - s t a t e  a n a l o g u e s  w e r e  f o u n d  t o  b i n d  t o  
P r e s e n i l i n - 1  p r o t e i n  [ 8 0 ]  s u g g e s t i n g  t h a t  P r e s e n i l i n  c o n t a i n s  t h e  c a t a l y t i c  s i t e .  I n  
a d d i t i o n ,  t w o  c o n s e r v e d  a s p a r t a t e  r e s i d u e s  i n  P r e s e n i l i n ,  p r e d i c t e d  t o  f o r m  t h e  
a c t i v e  s i t e ,  a r e  r e q u i r e d  f o r  y - s e c r e t a s e - d e p e n d e n t  c l e a v a g e  of b o t h  a m y l o i d  
p r o t e i n  a n d  N o t c h  [ S O ] .  S o m e  u n e x p l a i n e d  d i f f e r e n c e s  r e m a i n  b e t w e e n  t h e  
a c t i v i t y  o f  P r e s e n i l i n  o n  A P P  a n d  N o t c h .  T w o  i n t r a - m e m b r a n e  s i t e s  i n  A P P  a r e  
c l e a v e d  b y  a  P r e s e n i l i n - d e p e n d e n t  p r o t e a s e  a c t i v i t y ,  b u t  o n l y  t h e  m o r e  C -  
t e r m i n a l  o f  t h e s e  r e s e m b l e s  t h e  S 3  c l e a v a g e  s i t e  of N o t c h  [ 8 1 ] .  E v e n  t h e n  t h e r e  
a r e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  A P P  a n d  N o t c h  r e g a r d i n g  t h e  i n f l u e n c e  of t h e  a m i n o  
a c i d  s e q u e n c e  a t  t h e  c l e a v a g e  s i t e  [ 8 2 ] .  I n  a d d i t i o n ,  a  r e c e n t  r e p o r t  [ 8 3 ]  s u g g e s t s  
t h a t  S 3  c l e a v a g e  o f  N o t c h  d e p e n d s  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  P r e s e n i l i n ,  b u t  u s i n g  a n  i n  
v i t r o  a s s a y ,  P r e s e n i l i n  d o e s  n o t  c o - p u r i f y  w i t h  t h e  a c t i v i t y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
c l e a v a g e .  
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2 . 1 . 4  S w i t c h i n g  o f f  t h e  N o t c h  s i g n a l  
U b i q u i t i n  l i g a s e  a n d  p r o t e o l y t i c  s t e p s  a r e  i n v o l v e d  i n  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  t h e  
N o t c h  s i g n a l .  S e l - 1 0  w a s  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  i n  C .  e l e g a n s  a s  a  n e g a t i v e  
r e g u l a t o r  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  a n d  i s  a  s u b s t r a t e - t a r g e t i n g  c o m p o n e n t  o f  a n  S C F  
c l a s s  E 3  u b i q u i t i n  l i g a s e  [ 8 4 ] .  M a m m a l i a n  h o m o l o g u e s  o f  S e l - 1 0  p r o t e i n  c a n  
s t i m u l a t e  p h o s p h o r y l a t i o n - d e p e n d e n t  u b i q u i t i n a t i o n  o f  n u c l e a r  N I C D  a n d  
t r i g g e r  i t s  p r o t e o s o m e  d e p e n d e n t  d e g r a d a t i o n  [ 8 5 ] .  T h e  l a t t e r  i n t e r a c t i o n  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  C - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  N o t c h ,  w h i c h  i n c l u d e s  t h e  P E S T  d o m a i n .  
A  p r o t e o s o m e - d e p e n d e n t  t u r n o v e r  of D r o s o p h i l a  N I C D  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  i n  
v i v o  [ 8 5 ] .  R e c e n t  i n  v i f r o  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  M a s t e r m i n d ,  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  
a c t i v a t o r  r e c r u i t e d  b y  N I C D  i n t o  t h e  S u ( H ) / C B F l  c o m p l e x ,  a l s o  s t i m u l a t e s  
p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  t u r n o v e r  of N I C D  [ 8 5 ] .  T h u s  a c t i v i t y  o f  N o t c h  i s  s e l f -  
l i m i t i n g .  A n o t h e r  E 3  u b i q u i t i n  l i g a s e  i m p l i c a t e d  i n  N o t c h  p a t h w a y  d o w n -  
r e g u l a t i o n  i n  D r o s o p h i l a  i s  t h e  H E C T  d o m a i n  N e d d 4  f a m i l y  p r o t e i n  S u p p r e s s o r  
o f  d e l t e x  ( S u  ( d x ) )  [ 8 6 ] .  A  m o u s e  h o m o l o g u e  of S u  ( d x ) ,  I t c h ,  a s s o c i a t e s  w i t h  
N o t c h  a n d  p r o m o t e s  P E S T  d o m a i n - i n d e p e n d e n t  u b i q u i t i n a t i o n  i n  c e l l  c u l t u r e  
a n d  i n  v i t r o  a s s a y s  [ 8 7 ] .  I n t e r e s t i n g l y  i t c h  m u t a t i o n s  r e s u l t  i n  a n  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e  a l t h o u g h  i t  i s  n o t  k n o w n  i f  t h i s  i s  r e l a t e d  t o  a l t e r e d  N o t c h  s i g n a l i n g .  
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2 . 2  N o t c h  l i g a n d s  
N o t c h  l i g a n d s  a r e  d i v i d e d  i n t o  t w o  s u b c l a s s e s ,  t h e  D e l t a  f a m i l y  a n d  t h e  S e r r a t e  
f a m i l y  (  F i g  6 ) .  A l l  N o t c h  l i g a n d s  a r e  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n s  t h a t  s h a r e  s o m e  
s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  i n c l u d i n g  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( E G F ) - l i k e  r e p e a t s ,  a  
c h a r a c t e r i s t i c  D S L  d o m a i n  n e c e s s a r y  f o r  N o t c h  b i n d i n g  a n d  a  t r a n s m e m b r a n e  
r e g i o n .  H o w e v e r ,  a n  e x t r a c e l l u l a r  c y s t e i n e - r i c h  d o m a i n  a n d  i n s e r t i o n s  t h a t  
i n t e r r u p t  s o m e  E G F - l i k e  r e p e a t s  a r e  c o m m o n  o n l y  t o  t h e  S e r r a t e  f a m i l y .  I t  i s  
t h e s e  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  t h a t  c a t e g o r i z e  a  N o t c h  l i g a n d  a s  a  D e l t a  o r  S e r r a t e  
f a m i l y  m e m b e r  ( F i g  6 ) .  
D r o s o p h i l a  h a s  o n l y  o n e  D e l t a  a n d  o n e  S e r r a t e  g e n e ,  b u t  m a m m a l s  c o n t a i n  t w o  
m e m b e r s  o f  t h e  S e r r a t e  f a m i l y ,  J a g g e d l a n d  J a g g e d 2  a n d  t h r e e  m e m b e r s  o f  t h e  
D e l t a  f a m i l y ,  D l l l ,  D l l 3 ,  D l l 4  ( T a b l e  1 ) .  D u r i n g  D r o s o p h i l a  d e v e l o p m e n t ,  D e l t a  
a n d  S e r r a t e  a r e  d i s t i n g u i s h e d  f u n c t i o n a l l y  b y  t h e i r  s e n s i t i v i t y  t o  F r i n g e .  F r i n g e  
i s  a  P - 1 , 3 - N - a c e t y l g l u c o s a m i n y l t r a n s f e r a s e  t h a t  e l o n g a t e s  O - f u c o s e  o n  E G F  
r e p e a t s  a n d  a c t s  a s  a  k e y  m o d u l a t o r  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  [ 8 8 - 9 2 1 .  E x p r e s s i o n  o f  
F r i n g e  i n h i b i t s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  b y  S e r r a t e  a n d ,  a t  t h e  s a m e  t i m e ,  
p o t e n t i a t e s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  b y  D e l t a  [ 8 8 -  9 2 1 .  M a m m a l i a n  F r i n g e  g e n e s  
h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  a b l e  t o  i n f l u e n c e  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  b y  i t s  
l i g a n d s ,  a n d  a s  i n  D r o s o p h i l a  d i f f e r e n t  m a m m a l i a n  l i g a n d s  e x h i b i t  d i s t i n c t  
s e n s i t i v i t i e s  t o  F r i n g e  [ 8 8 , 9 1 ] .  
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T a b l e  1 .  C o m p o n e n t s  i n  c o r e  N o t c h  s i g n a l  p a t h w a y  
~ t t p : / / c e l l . t u l a n e . e d u / S y 1 l a b i / S p r i n g % 2 O 2 O O 4 ~ o t c h . p p t . p d ~  
M u t a t i o n s  i n  l i g a n d  c a n  r e s u l t  i n  t h e  d i s r u p t i o n  of t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  
p a t h w a y ,  l e a d i n g  t o  d e v e l o p m e n t a l  a b n o r m a l i t i e s .  M u t a t i o n s  o f  h u m a n  J a g g e d 1  
h a v e  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  A l a g i l l e  s y n d r o m e  ( A G S )  [ 8 8 - 9 2 1 ,  a n  
a u t o s o m a ]  d o m i n a n t  d i s o r d e r  c h a r a c t e r i z e d  b y  d e v e l o p m e n t a l  a b n o r m a l i t i e s  o f  
t h e  h e a r t ,  s k e l e t o n ,  m u s c l e ,  l i v e r ,  a n d  e y e s .  M i c e  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  p u d g y  
( p u )  m u t a t i o n  e x h i b i t  s e v e r e  d e f o r m a t i o n s  o f  t h e  r i b s  a n d  v e r t e b r a e ,  a n d  t h i s  
m u t a t i o n  h a s  b e e n  m a p p e d  t o  t h e  D l 1 3  l o c u s .  D 1 1 1 - d e f i c i e n t  m i c e  g e n e r a t e d  b y  
h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n  e x h i b i t  n e o n a t a l  l e t h a l i t y ,  a n d  d i s r u p t i o n  o f  m u r i n e  
J a g g e d 2 ,  t h u s  r e v e a l i n g  a n  e s s e n t i a l  r o l e  f o r  t h i s  g e n e  i n  l i m b ,  c r a n i o f a c i a l ,  a n d  
t h y m i c  d e v e l o p m e n t  [ 8 8 , 9 2 ] .  
C a m o r h a  b d i t i s  e l e g a n t  
L i n - 1 2  
G l p - 1  
P r o t e i n  t y p e  
R e c e p t o r s  
0 - F u c T - 1  O F U T l  P O F U T l  C 1 5 C 7 . 1  
K u z i b a n i a n  K u z i b a n i a n  
K u z i b a n i a n  S u p - 1 7  
A d a m 1 7  
G a m m a  s e c r e t a s e  P r e s e n i l i n  P r e s i n i l i n l  
c o m p l e x  P r e s i n i l i n 2  
N i c a s t r i n  N i c a s t r i n  A p h - 2  
A p h - 2  
D r o s o p h i i a e  
N o t c h  
M a m m a l s  
N o t c h 1  
N o t c h 2  
N o t c h 3  
N o t c h 4  
.  4  I  . ; I  
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F i g .  6  N o t c h  l i g a n d s  1 6 1 1  
R e c e p t o r - L i g a n d  i n t e r a c t i o n s  a r e  m e d i a t e d  b y  E G F  r e p e a t s  of t h e  N o t &  r e c e p t o r  a n d  t h e  
c o n s e r v e d  e x t r a c e l l u l a r  r e g i o n  of t h e  l i g a n d ,  r e f e r r e d  t o  a s  D S L  d o m a i n  @ e l t a / S e r r a t e / W \ G - 2 ) .  
D e l t a 3  c a n  f u n c t i o n  l i k e  o t h e r  l i g a n d s  a s  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  of N o t c h  s i g n a l i n g  w h e n  e x p r e s s e d  
i n  r e s p o n d i n g  c e l l s  ( c i s - i n h i b i t i o n ) .  
2 . 3  N o t c h  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  ( H E S  a n d  H E R P  f a m i l i e s )  
T h e  N I C D - C B F l  c o m p l e x  u p r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p r i m a r y  t a r g e t  g e n e s  o f  
N o t c h  s i g n a l i n g  s u c h  a s  H E S  ( H a i r y / E  ( s p 1 ) - r e l a t e d )  i n  m a m m a l s ,  a n d  E  ( s p l )  
( E n h a n c e r  o f  S p l i t )  i n  D r o s o g h i l a e .  T h e  H E S / E  ( s p l )  f a m i l y  i s  a  b a s i c  h e l i x - l o o p -  
h e l i x  @ H L H )  t y p e  of t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r  a n d  a c t s  a s  N o t c h  e f f e c t o r s  b y  
n e g a t i v e l y  r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  d o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e s  s u c h  a s  t i s s u e -  
s p e c i f i c  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  [ 9 4 ] .  R e c e n t l y ,  a  n e w  b H L H  f a m i l y  h a s  b e e n  
I N T R O D U C T I O N  
i s o l a t e d  .  a n d  n a m e d  a s  H e y  ( H a i r y / E ( s p l ) - r e l a t e d  w i t h  Y R P W ) ,  H e s r  
( H a i r y j E ( s p 1 ) - r e l a t e d ) ,  H R T  ( H a i r y - r e l a t e d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r ) ,  C H F  
( C a r d i o v a s c u l a r  h e l i x - l o o p - h e l i x  f a c t o r ) ,  g r i d l o c k  a n d  H E R P  W E S - r e l a t e d  
r e p r e s s o r  p r o t e i n )  [ T a b l e  21. T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  of H E R P  a n d  i t s  
c h a r a c t e r i s t i c  d o m a i n s  i n d i c a t e  t h a t  H E R P  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  H E S  f a m i l y .  
I n t e r e s t i n g l y ,  H E R P  e x p r e s s i o n  i s  d e t e c t e d  i n  b o t h  H E S - e x p r e s s i n g  a n d  n o n -  
H E S - e x p r e s s i n g  t i s s u e s  [ 9 4 ] .  R e m a r k a b l y ,  H E S  a n d  H E R P  m a y  f u n c t i o n  n o t  
o n l y  a s  h o m o d i r n e r s  b u t  a l s o  a s  H E S - H E R P  h e t e r o d i m e r s  i n  t h o s e  c e l l s  c o -  
e x p r e s s i n g  H E S  a n d  H E R P  [ 9 4 ] .  A l t h o u g h  b o t h  H E S  a n d  H E R P  a c t  a s  
t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r s ,  H E R P  e m p l o y s  d i f f e r e n t  r e p r e s s i o n  m e c h a n i s m s  
t h a n  d o e s  H E S .  H E R P  c o u l d  t h u s  p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  m e d i a t i n g  N o t c h  e f f e c t s  
i n  b o t h  H E S - e x p r e s s i n g  a n d  n o n - H E S - e x p r e s s i n g  t i s s u e s  e i t h e r  a s  a  h e t e r o -  o r  
h o m o - d i m e r  [ 9 4 ] .  
T h e  b H L H  f a m i l y  o f  t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r s  p l a y s  c r u c i a l  r o l e s  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  v a r i o u s  o r g a n s  a n d  c e l l  t y p e s  i n c l u d i n g  t h e  n e r v o u s  s y s t e m ,  t h e  
h e a r t ,  s k e l e t a l  m u s c l e s ,  t h e  p a n c r e a s ,  e n d o d e r m a l  e n d o c r i n e  o r g a n s ,  a n d  
h e m a t o c y t e s  [ 9 6 ] .  O v e r  2 4 0  H L H  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  t o  d a t e  i n  
o r g a n i s m s  r a n g i n g  f r o m  y e a s t  t o  h u m a n .  T h e  b H L H  p r o t e i n s  b i n d  t o  a  s p e c i f i c  
D N A  s e q u e n c e  a s  a  d i m e r .  T h e  b a s i c  a n d  H L H  d o m a i n s  h a v e  d i s t i n c t  f u n c t i o n s .  
T h e  b a s i c  d o m a i n  i s  a  m a j o r  d e t e r m i n a n t  of D N A  b i n d i n g  s p e c i f i c i t i e s .  D N A  
b i n d i n g  i s  m e d i a t e d  b y  a  c o n t a c t  b e t w e e n  e a c h  b a s i c  d o m a i n  of a  d i m e r  a n d  a  
s p e c i f i c  h a l f - s i t e  of c o n s e n s u s  D N A  s e q u e n c e s .  T h e  H L H  d o m a i n s  a r e  
3 3  
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c h a r a c t e r i z e d  b y  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s  t h a t  a l l o w  t h e m  t o  f o r m  h o m o -  o r  
h e t e r o - d i m e r s .  b H L H  p r o t e i n s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  s e v e r a l  g r o u p s  a c c o r d i n g  t o  
t h e i r  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s .  C l a s s  A  p r o t e i n s  a r e  
t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t o r s ,  c l a s s  B  p r o t e i n s  a r e  b H L H  l u c i n e  z i p p e r  t y p e  
p r o t e i n s ,  c l a s s  C  p r o t e i n s  a r e  t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r s  s u c h  a s  H E S  i n  
m a m m a l s  ( h a i r y  a n d  E  ( s p l )  i n  D r o s o p h i l a e )  a n d  H E R P  ( H e y / H e s r /  
H R T / C H F / g r i d l o c k ) ,  a n d  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  a n  i n v a r i a n t  p r o l i n e  r e s i d u e  a t  a  
s p e c i f i c  s i t e  o f  t h e  b a s i c  d o m a i n  [ 9 q .  
M o u s e ,  r a t ,  h u m a n  
I s o  e t  a E .  ( 2 0 0 2 )  
H a i r y J E ( s p 1 ) - r e l a t e d  D r o s o p h i l a ,  m o u s e ,  K o k u b o  e t  a l .  
Y R P W  m o u s e ,  h u m a n  
H R T  2 ,  1 ,  3  H a i r y - r e l a t e d  t r a n s c r i p t i o n  1  M o u s e ,  h u m a n  N a k a g a w a  e t  a l .  
f a c t o r  
1  
C H F  1, 2  C a r d i o v a s c u l a r  h e l i x - l o o p -  M o u s e ,  h u m a n  
C h i n  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  
h e l i x  f a c t o r  
Z h o n g  e t  a l .  ( 2 0 0 0 )  
G r i d l o c k  
Z e b r a f i s h ,  h u m a n  
T a b l e  2 .  H E R P  f a m i l y  n o m e n c l a t u r e  [ 9 8 ]  
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2 . 3 . 1  C o m p a r i s o n  o f  H E S  a n d  H E R P  f a m i l i e s  
S e v e n  H E S  m e m b e r s  a n d  t h r e e  H E R P  m e m b e r s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  i n  M a m m a l s  
1 9 9 ,  1 0 0 1 .  T h e  t w o  f a m i l i e s  s h a r e  s e v e r a l  c o m m o n  f e a t u r e s  ( F i g . 7 ) .  T h e y  c o n t a i n  
b H L H  d o m a i n ,  a n d  a n o t h e r  d o m a i n ,  t e r m e d  t h e  O r a n g e  ( o r  h e l i x 3 -  h e l i x 4 ) .  T h e  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  t h e s e  d o m a i n s  a r e  h i g h l y  c o n s e r v e d  w i t h i n  t h e  
p a r t i c u l a r  f a m i l y ,  b u t  l e s s  b e t w e e n  t h e  t w o  d i f f e r e n t  f a m i l i e s .  T h e  m o s t  
r e m a r k a b l e  d i f f e r e n c e  t h a t  d i s t i n g u i s h e s  H E S  f r o m  H E R P  i s  a  p r o l i n e  r e s i d u e  i n  
t h e  b a s i c  r e g i o n .  T h i s  p r o l i n e  r e s i d u e  i s  i n v a r i a n t  a m o n g  H E S I E ( s p 1 )  f a m i l y  
m e m b e r s  a c r o s s  s p e c i e s  f r o m  D r o s o p h i l a e  t o  h u m a n .  B e c a u s e  of t h i s  p r o l i n e ,  H E S  
m e m b e r s  a r e  a l s o  c a l l e d  p r o l i n e  b H L H  p r o t e i n s .  T h e  H E W  f a m i l y  h a s  a  g l y c i n e  
a t  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p o s i t i o n  a n d  t h i s  a m i n o  a c i d  a l s o  i s  s t r i c t l y  c o n s e r v e d  
f r o m  D r o s o p h i l a e  t o  h u m a n  H E R P s .  T h u s ,  t h e s e  p r o l i n e s  a n d  g l y c i n e s  a r e  
h a l l m a r k s  f o r  t h e  H E S  a n d  H E R P  f a m i l i e s ,  r e s p e c t i v e l y  [ 9 9 ,  1 0 0 1 .  A l l  H E S  
m e m b e r s  s h a r e  t h e  C - t e r m i n a l  t e t r a p e p t i d e  W R P W  m o t i f ,  w h e r e a s  t h e  H E R P  
f a m i l y  h a s  Y R P W  o r  i t s  v a r i a n t s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  t e t r a p e p t i d e  m o t i f ,  t h e  
H E R P  f a m i l y  h a s  a n  a d d i t i o n a l  c o n s e r v e d  r e g i o n  c a r b o x y l - t e r m i n a l  t o  t h e  
t e t r a p e p t i d e  m o t i f ,  T E  ( V J I )  G A F ,  w h i c h  i s  a b s e n t  i n  H E S  [ 9 4 ] .  B o t h  H E S  a n d  
H E R P  f u n c t i o n  a s  t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r s .  A  p h y l o g e n e t i c  t r e e  s h o w s  t h a t  
t h e y  f o r m  a  d i s t i n c t  s u b g r o u p  i n  a  l a r g e  b H L H  p r o t e i n  f a m i l y .  T h e s e  f i n d i n g s  
i n d i c a t e  t h a t  H E R P s  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  H E S  f a m i l y  b e l o n g i n g  t o  c l a s s  C  
p r o t e i n ,  b u t  i t  f o r m s  a  d i s t i n c t  s u b g r o u p .  
1  I  
-  -  
H E R  P 1 - 3  
H E I 7 f ' l .  n2 - 3  
F i g .  7  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t a r g e t  g e n e s  o f  N o t c h :  H E S  a n d  H E R P  € 9 8 1 .  
C o n s e r v e d  d o m a i n s  a r e  m a r k e d  b y  d i s t i n c t  c o l o r s :  B l u e  f o r  t h e  b a s i c  d c l m a i n ,  g r e e n  f o r  t h e  
h e r = - l o o p - h e l i x  d o m a i n ,  o r a n g e  f o r  t h e  O r a n g e  d o m a i n ,  a n d  p i n k  f o r  t h e  t e t r a p e p t i d e  m a t i f .  
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C h a p t e r  3 .  
M o d u l a t i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  f a t e  b y  
N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  
T h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  h a s  b e e n  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  c r i t i c a l  d e t e r m i n a n t  o f  
c e l l  f a t e  i n  a  v a r i e t y  o f  o r g a n i s m s .  I n  m i c e ,  f o r  e x a m p l e ,  N o t c h - 1  a n d  N o t c h - 2  
g e n e  d e l e t i o n s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  p e r t u r b a t i o n s  i n  o r g a n o g e n e s i s  t h a t  r e s u l t  
i n  e m b r y o n i c  l e t h a l i t y  [ 9 5 ] .  H u m a n  d i s e a s e s  ( s e e  s e c t i o n  3 . 3 ) ,  w h i c h  s h o w  
a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m ,  a r e  c a u s e d  b y  m u t a t i o n s  o f  t h e  
N o t c h  p a t h w a y .  M e c h a n i s t i c  s t u d i e s  p e r f o r m e d  i n  c e l l  c u l t u r e  m o d e l s  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  N o t c h  p a t h w a y  i n f l u e n c e s  c e l l  f a t e  b y  r e g u l a t i n g  p r o g r a m s  g o v e r n i n g  
g r o w t h ,  a p o p t o s i s ,  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  1 9 5 1  
3 . 1  R e g u l a t i o n  o f  C e l l  D e v e l o p m e n t  b y  N o t c h  S i g n a l l i n g  
A  k e y  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a l l  m u l t i c e l l u l a r  l i f e  is t h e  a b i l i t y  t o  f o r m  
" b i o l o g i c a l  p a t t e r n " .  P a t t e r n  f o r m a t i o n  i s  p o s s i b l e  a s  a  r e s u l t  o f  a  m o l e c u l a r  
m e c h a n i s m s  o f  c e l l - c e l l  s i g n a l i n g ,  w h i c h  a l l o w  c e l l s  t o  i n f l u e n c e  e a c h  o t h e r ' s  
f a t e  a n d  b e h a v i o r .  O n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  m e c h a n i s m s  o f  c e l l  s i g n a l i n g  i s  
m e d i a t e d  b y  N o t c h .  
N o t c h  i s  l i k e l y  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m o s t  t i s s u e s  i n  s p e c i e s  
t h r o u g h o u t  t h e  a n i m a l  k i n g d o m ,  w i t h  m u l t i p l e  e f f e c t s  o n  c e l l  f a t e s  i n c l u d i n g  
d i f f e r e n t i a t i o n ,  m i g r a t i o n ,  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s .  O f t e n ,  m o r e  c e l l s  t h a n  
n e e d e d  h a v e  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  b e c o m e  a  s p e c i a l i z e d  c e l l  t y p e .  A n  i m p o r t a n t  
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r o l e  f o r  N o t c h  s i g n a l i n g  i s  t o  p r e v e n t  t h e s e  ' e x t r a  c e l l s '  f r o m  u n d e r g o i n g  s u c h  
s p e c i a l i z e d  f a t e s  ( F i g .  8 A ,  B )  [ 1 0 1 1 .  
T h e  c l a s s i c  e x a m p l e  of s u c h  a n  i n h i b i t o r y  r o l e  of N o t c h  i s  t h e  D r o s o p h i l a e  
n e u r a l - e p i d e r m a l  s e l e c t i o n .  S p e c i a l  g r o u p s  o f  c e l l s  k n o w n  a s  p r o n e u r a l  c l u s t e r s  
h a v e  n e u r a l  p o t e n t i a l  b e c a u s e  of t h e i r  e x p r e s s i o n  o f  b a s i c  h e l i x - l o o p - h e l i x  
( b H L H )  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t o r s ,  a l s o  k n o w n  a s  p r o n e u r a l  p r o t e i n s .  N o t c h  
s i g n a l i n g  r e s t r i c t s  n e u r a l  d i f f e r e n t i a t i o n  b y  r e p r e s s i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
p r o n e u r a l  g e n e s .  T h e  f a i l u r e  of N o t c h  s i g n a l i n g  c a u s e s  a b n o r m a l  a c c u m u l a t i o n  
o f  p r o n e u r a l  p r o t e i n s  i n  p r o n e u r a l  c e l l s ,  w h i c h ,  i n  t u r n s ,  b e c o m e  n e u r a l  c e l l s ,  
a n d  m a n i f e s t  t h e  ' n e u r o g e n i c J  p h e n o t y p e  [ 1 0 2 ] .  C o n s t i t u t i v e  N o t c h  s i g n a l i n g  
h a s  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t  a n d  s u p p r e s s e s  n e u r a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  I n  v e r t e b r a t e s ,  
N o t c h  a l s o  r e p r e s s e s  n e u r o g e n e s i s  a n d  m y o g e n e s i s  v i a  h o m o l o g o u s  H a i r y / E  
( s p 1 ) - r e l a t e d  b H L H  r e p r e s s o r s  k n o w n  a s  H E S .  
A  s e c o n d  r o l e  of N o t c h  s i g n a l i n g  i s  t o  p r o m o t e  t h e  d e v e l o p m e n t  of a  c e l l  t y p e  o r  
b o d y  r e g i o n ,  o f t e n  b y  i n d u c i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p o s i t i v e l y  a c t i n g  r e g u l a t o r y  
m o l e c u l e s  [ F i g .  9  A ,  B ] .  N o t c h  s i g n a l i n g  a p p e a r s  t o  c r e a t e  a  n e w  c e l l  t y p e  a s  a  
r e s u l t  of c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  b o r d e r  b e t w e e n  d i s t i n c t  c e l l  p o p u l a t i o n s .  
T h i s  i s  s o m e t i m e s  r e f e r r e d  t o  a s  ' i n d u c t i v e J  N o t c h  s i g n a l i n g ,  t h a t  i s  o p p o s i t e  t o  
t h e  ' i n h i b i t o r y '  r o l e  o f  N o t c h  w h e r e  N o t c h  s i g n a l i n g  r e p r e s s e s  a  g i v e n  c e l l  f a t e  
a m o n g  e q u i p o  t e n t  c e l l s .  
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F i g .  8  I n h i b i t o r y  N o t c h  s i g n a l i n g  r e s t r i c t s  c e l l  f a t e s  [ l o l l .  
A .  E q u i p t e n t  c e l l s  t h a t  s h a r e  a  s p e c i a l  c e l l  f a t e  p o t e n t i a l  ( g r a y )  s e n d  a n d  r e c e i v e  N o t c h  s i g n a l s ,  
k n o w n  a s  ' m u t u a l '  i n h i b i t o r y  N o t c h  s i g n a l i n g .  L a t e r ,  o n e  c e l l  u n d e r g o e s  t h e  s p e c i a l i z e d  f a t e  
( b l a c k )  a n d  i n h i b i t s  s u r r o u n d i n g  c e l l s  ( w h i t e )  f r o m  a d o p t i n g  t h i s  f a t e ,  a  s i t u a t i o n  k n o w n  a s  
' l a t e r a l '  i n h i b i t o r y  N o t c h  s i g n a l i n g .  8 .  T h e  f a i l u r e  of N o t c h  s i g n a l i n g  r e s u l t s  i n  e x t r a  c e l l s  
a d o p t i n g  t h e  s p e c i a l  c e l l  f a t e ,  w h i l e  e x c e s s i v e  N o t c h  s i g n a l i n g  p r e v e n t s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  
t h e s e  c e l l s .  
F i g .  9  I n d u c t i v e  N o t c h  s i g n a l i n g  s p e c i f i e s  c e l l  f a t e  o r  b e h a v i o r  [ l o l l  
A .  S c h e m a t i c  o f  i n d u c t i v e  N o t c h  s i g n a l i n g ,  w h i c h  o c c u r s  b e t w e e n  n o n e q u i v a l e n t  c e l l  
p o p u l a t i o n s .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  b l u e  c e l l s  g i v e  a  s i g n a l  t o  a d j a c e n t  w h i t e  c e l l s  t o  i n d u c e  a  n e w  c e l l  
f a t e  o r  c h a n g e  t h e i r  b e h a v i o r  ( b l a c k  c e l l s ) .  B .  T h e  f a i l u r e  o f  i n d u c t i v e  N o t c h  s i g n a l i n g  r e s u l t s  i n  
t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  c e l l  f a t e  o r  b e h a v i o r ,  w h e r e a s  e x c e s s i v e  N o t c h  s i g n a l i n g  h a s  t h e  m u t u a l  
e f f e c t .  
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3 . 2  I n v o l v e m e n t  o f  N o t c h  i n  V a s c u l a r  S M C  c e l l  f a t e  
R e c e n t  s t u d i e s  p e r f o r m e d  i n  c e l l  c u l t u r e  m o d e l s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  N o t c h  
s i g n a l l i n g  p a t h w a y  i n f l u e n c e s  V S M C  f a t e  b y  r e g u l a t i n g  p r o g r a m s  g o v e r n i n g  
g r o w t h ,  a p o p t o s i s ,  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  N o t c h 3  c o u l d  p r o m o t e  
V S M C  g r o w t h  t h r o u g h  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  p 2 7 K I P 1 ,  a  c y c l i n - d e p e n d e n t  k i n a s e  
( C d k )  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r  [ 1 0 4 ] .  M u t a t i o n  i n  h u m a n  N o t c h  3  g e n e  c a u s e s  
C A D A S I L  d i s e a s e  ( c e r e b r a l  a u t o s o m a l  d o m i n a n t  a r t e r i o p a t h y  w i t h  s u b c o r t i c a l  
i n f a r c t s  a n d  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y )  c h a r a c t e r i z e d  b y  p r o g r e s s i v e  V S M C  d e a t h .  
H R T 1 ,  a  m a j o r  d o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e  of N o t c h  s i g n a l l i n g  i n  t h e  v a s c u l a t u r e ,  
i s  a l s o  a  c r i t i c a l  d e t e r m i n a n t  o f  V S M C  f a t e  b y  m o d u l a t i n g  g r o w t h  a n d  
a p o p t o s i s .  H R T l  s i g n a l l i n g  p r o m o t e s  V S M C  g r o w t h  b y  i n h i b i t i n g  t h e  
e x p r e s s i o n  of a  p r i n c i p l e  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r , . ' .  p 2 1 W A F l = C I P l ,  a n o t h e r  C d k  
i n h i b i t o r  c l o s e l y  r e I a t e d  t o  p 2 7 K I P 1 ,  a n d  a t t e n u a t e s  b o t h  g r o w t h  f a c t o r  
d e p r i v a t i o n  a n d  F a s  l i g a n d  ( F a s L ) - i n d u c e d  c e l l  d e a t h  b y  i n d u c i n g  t h e  
e x p r e s s i o n / a c t i v i t y  o f  A k t ,  a  w e l l - e s t a b l i s h e d  a n t i a p o p t o t i c  m e d i a t o r  [ 1 0 4 ] .  
D e s p i t e  a  l o t  of s t u d i e s  s h o w i n g  t h a t  N o t c h  s i g n a l l i n g  i n f l u e n c e  S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  i n v o l v e m e n t  of N o t c h  c o m p o n e n t s  i n  
V S M C  d i v e r s i f i c a t i o n .  T h e r e f o r e ,  t h i s  s t u d y  f o c u s e d  o n  t h e  r o l e  o f  N o t c h  
s i g n a l l i n g  p a t h w a y  i n  c o n t r o l l i n g  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n .  
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3 . 2 . 1  I n v o l v e m e n t  o f  N o t c h  i n  S M C  D i f  f e r e n t i a n o n  
O v e r  t h e  p a s t  d e c a d e ,  s t u d i e s  of D r o s o p h i l a e  n o t c h  c l e a r l y  h a v e  i d e n t i f i e d  N o t c h  
s i g n a l l i n g  a s  a n  i m p o r t a n t  " s w i t c h "  c o n t r o l l i n g  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  d u r i n g  
d e v e l o p m e n t  i n  m a n y  t i s s u e s  [ 1 0 3 ] .  N o t c h  h a s  b e e n  d e f i n e d  a s  t h e  " g a t e k e e p e r  
o f  c e l l  f a t e " .  I n  m a n y  c a s e s ,  N o t c h  s i g n a l l i n g  r e g u l a t e s  c e l l  f a t e  c h o i c e s  o f  
b i p o t e n t i a l  p r e c u r s o r s  t h r o u g h  l a t e r a l  s p e c i f i c a t i o n  r e s u l t i n g  f r o m  i n t e r a c t i o n s  
o f  N o t c h  w i t h  o t h e r  c e l l u l a r  f a c t o r s  o r  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s .  G e n e r a l l y ,  N o t c h  
m o d u l a t e s  t h e  r e s p o n s e  of a  p r e c u r s o r  c e l l  t o  m u l t i p l e  e n v i r o n m e n t a l  s i g n a l s .  
T h i s  r e s p o n s e  i s  o f t e n  m a n i f e s t e d  a s  a n  i n h i b i t i o n  of p r o g e n i t o r  c e l l  
d i f f e r e n t i a t i o n  [ 3 7 , 3 8 ] .  
I n  m a m m a l s  N o t c h  i s  i n v o l v e d  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  of a  v a r i e t y  of c e l l  t y p e s  
i n c l u d i n g  n e u r o n s  a n d  b l o o d  c e l l s ,  a n d  a l s o  i n  v a r i o u s  d i s e a s e s  s u c h  a s  t u m o u r s  
a n d  h e r e d i t a r y  n e u r o l o g i c a l  d i s o r d e r s  [ 1 0 3 ] .  N o t c h  a f f e c t s  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  
p r o g r a m s  i n  m a n y  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s .  T h e  c l a s s i c a l  c o n c e p t  i s  D r o s o p h i l a e  
n e u r o g e n e s i s  [ 1 0 3 ] .  I n  t h i s  m o d e l ,  p u t a t i v e  s t o c h a s t i c  a l t e r n a t i o n s  i n  t h e  
e x p r e s s i o n  l e v e l  of N o t c h  a n d  i t s  l i g a n d  D e l t a  i n  n e u r o e c t o d e r m a l  c e l l s  i d e n t i f y  
c e l l s  i n t e n d e d  t o  g a i n  t h e  n e u r o n d  p h e n o t y p e .  T h e s e  n e u r o n a l  p r e c u r s o r s  
p r e d o m i n a n t l y  e x p r e s s  D e l t a .  D e l t a  a c t i v a t e s  N o t c h  i n  t h e  c e l l s  s u r r o u n d i n g  
e a c h  n e u r o n a l  p r e c u r s o r  a n d  c a u s e s  t h e m  t o  u p r e g u l a t e  N o t c h  e x p r e s s i o n .  T h e  
a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  i n  t h e s e  c e l l s  p r e v e n t s  t h e m  f r o m  d i f f e r e n t i a t i n g  t o w a r d  t h e  
n e u r o n a l  l i n e a g e .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e s e  c e l l s  s w i t c h  t o  a n  e p i d e r m a l  
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d i f f e r e n t i a t i o n  p r o g r a m .  T h u s ,  N o t c h  m u t a t i o n s  o r  d e l e t i o n s  r e s u l t  i n  p r o f u s i o n  
o f  c e l l s  t h a t  a s s u m e  a  n e u r o n a l  c e l l  f a t e  [ 1 0 3 ] .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  t h e  
i n v o l v e m e n t  of H e s  1  a n d  H e s  5  d o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e s  of N o t c h  i n  n e u r o n a l  
d i f f e r e n t i a t i o n .  H e s  1  a n d  H e s  5  m u t a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  l e a d  t o  p r e m a t u r e  
n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t o n  a n d  t o g e t h e r  b e e n  e s s e n t i a l  f o r  N o t c h  a c t i v i t y  i n  
r e g u l a t i o n  o f  m a m m a l i a n  n e u r o n a l  d i v e r s i t y  [ 1 0 5 ] .  
I n  l u n g  c h i c k  r e t i n a  e x p l a n t s ,  e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  i n h i b i t s  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  r e t i n a l  p r o g e n i t o r s  t o  g a n g l i o n  c e l l s ,  w h i l e  n o t c h  -1 a n t i s e n s e  
o l i g o n u c l e o t y d e s  i n c r e a s e  d i f f e r e n t i a t i o n  t o w a r d  a  n e u r o n a l  p h e n o t y p e  [ 1 0 6 ,  
1 0 7 1 .  S i m i l a r l y ,  l i g a n d  -  i n d u c e d  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  1  i n h i b i t s  o l i g o d e n d r o c y t e  
m a t u r a t i o n  i n  v i t r o  [ l o g ]  
T h e  e f f e c t  o f  N o t c h  s i g n a l l i n g  o n  d i f f e r e n t i a t i o n  of m a n y  o t h e r  c e l l s  h a s  a l s o  
b e e n  s t u d i e d .  E x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  f o r m s  o f  N o t c h  r e c e p t o r s ,  
l a c k i n g  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s u b u n i t ,  i n h i b i t e d  t e r m i n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  v i t r o  i n  
m u r i n e  m o d e l s  of m y o g e n e s i s  a n d  g r a n u l o c y t o p o i e s i s  [ 1 0 9 ] .  A  d u a l  e f f e c t  o f  
N o t c h  s i g n a l l i n g  o n  m y e l o b l a s t  c e l l s  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d .  N o t c h  s i g n a l l i n g  
h a s  b e e n  f o u n d  t o  p r o m o t e  p r o g r e s s i o n  f r o m  m y e l o b l a s t  t o  p r o m y e l o c y t e s ,  b u t  
a l s o  i n h i b i t  p o s t m i t o t i c  d i f f e r e n t i a t i o n  f r o m  m e t a r n y e l o c y t e s  t o  m a t u r e  
g r a n u l o c y t e s  [ 1 0 9 ] .  I t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  a c t i v a t e d  N o t c h  c a u s e d  m o r e  c e l l s  
t o  p r o g r e s s  f r o m  m y e l o b l a s t  t o  p r o m y e l o c y t e s ,  r e s u l t i n g  i n  a  d e c r e a s e d  
p e r c e n t a g e  o f  u n d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s .  C e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  a  d i f f e r e n t  l e n g t h  o f  
d e l e t i o n  c o n s t r u c t s  of N o t c h  e x h i b i t e d  v a r i o u s  b e h a v i o u r a l  e f f e c t s .  T h e s e  c e l l s  
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t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  c o n s t r u c t  c o n t a i n i n g  R A M ,  A N K  ( n e c e s s a r y  f o r  C B F - 1  
b i n d i n g )  a n d  C - t e r m i n a l  d o m a i n  h a v e  r e v e d e d  t h e  s t r o n g e s t  p h e n o t y p e  o f  
e n h a n c e d  s u r v i v a l  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n ,  w h e r e a s  c e l l s  c o n t a i n i n g  j u s t  a  p a r t i a l  
R A M  d o m a i n  h a v e  s h o w n  a l t e r e d  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e r e  i s  a  s u g g e s t i o n  t h a t  
N o t c h  f u n c t i o n s  t h r o u g h  a  C B F - 1  d e p e n d e n t  p a t h w a y  i n  t h e s e  c e l l s  [ 1 1 0 ] .  
A  v a r i e t y  of e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  N o t c h  h a s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  d u r i n g  b l o o d  
v e s s e l  d e v e l o p m e n t  a n d  t h a t  N o t c h  i s  i m p o r t a n t  f o r  a r t e r i a l - v e n o u s  
d i f f e r e n t i a t i o n  [ I l l ] .  F o r  e x a m p l e ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  Z e b r a f i s h  N o t c h  3  w a s  
e x p r e s s e d  i n  t h e  d o r s a l  a o r t a  ( D A )  b u t  n o t  t h e  p o s t e r i o r  c a r d i n a l  v e i n  ( P C V )  
d u r i n g  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t  [ I l l ] .  E m b r y o s  l a c k i n g  N o t c h  a c t i v i t y  e x h i b i t e d  
e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  v e n o u s  m a r k e r s  w i t h i n  D A .  A c t i v a t i o n  o f  N o t c h  c a u s e d  
l o s s  of v e n o u s  - s p e c i f i c  m a r k e r s  w i t h i n  D A  [ I l l ]  
I n  l u n g  d e v e l o p m e n t ,  a c t i v a t e d  N o t c h  3  h a s  b e e n  f o u n d  t o  i n h i b i t  t e r m i n a l  
d i f f e r e n t i a t i o n  of e p i t h e l i a l  c e l l s  [ 1 1 2 ] .  I n  p u l m o n a r y  e p i t h e l i u m  o f  t r a n s g e n i c  
m o u s e ,  a c t i v a t e d  N o t c h  3  I C  i n h i b i t e d  d i f f e r e n t i a t i o n  of e q u i v a l e n t  c e l l s ,  
r e s u l t i n g  i n  t h e  f a i l u r e  of t y p e  I 1  c e I l s  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  t y p e  I  p n e u m o c y t e s .  
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t h a t  N o t c h  1  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  e p i d e r m o p o i e s i s .  I n  m u r i n e  k e r a t i n o c y t e s ,  e n f o r c e d  e x p r e s s i o n  o f  
a c t i v e  N o t c h  1  i n d u c e s  e x p r e s s i o n  o f  e a r l y  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  a n d  p r e v e n t s  
e x p r e s s i o n  of l a t e  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  [ 1 1 2 ] .  
I N T R O D U C T I O N  
O v e r a l l ,  t h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  i n  m a n y  i n s t a n c e s ,  N o t c h  a c t i v a t i o n  i n h i b i t s  
o r  d e l a y s  d i f f e r e n t i a t i o n  a l o n g  w i t h  d e v e l o p m e n t a l  p a t h w a y  u n t i l  t h e  c e l l  i s  
a b l e  t o  r e s p o n d  t o  s i g n a l s  t h a t  d e t e r m i n e  i t s  s u b s e q u e n t  f a t e .  
3 . 3  M u t a t i o n s  o f  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  
N o t c h  p a t h w a y  i s  l i n k e d  t o  s e v e r a l  h u m a n  d i s e a s e s  s u c h  C A D A S I L ,  A G S  
( A l a g i l l e  s y n d r o m e ) ,  a n d  s p o n d y l o c o s t a l  d y s o s t o s i s ,  w h i c h  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  
a l t e r a t i o n  i n  N o t c h 3 ,  J a g g e d 1  a n d  D e l t a 3  g e n e s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  d i s t i n c t  n a t u r e  
o f  t h e s e  d i s e a s e s ,  w h i c h  i n c l u d e  a  n e o p l a s i a ,  a  d e v e l o p m e n t a l  a n d  a  l a t e  o n s e t  
n e u r o l o g i c a l  d i s o r d e r ,  p o i n t s  t o  t h e  b r o a d  s p e c t r u m  of N o t c h  a c t i v i t y  i n  
h u m a n s .  
3 . 3 . 1  C A D A S I L  ( C e r e b r a l  a u t o s o m a l  d o m i n a n t  a r t e r i o p a t h y  w i t h  
s u b c o r t i c a l  i n f a r c t s  a n d  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y )  
C A D A S I L  i s  a n  a u t o s o m a l - d o m i n a n t  a d u l t  o n s e t  v a s c u l a r  d i s o r d e r  
c h a r a c t e r i z e d  b y  a  v a r i e t y  of s y m p t o m s ,  i n c l u d i n g  m i g r a i n e  w i t h  a u r a ,  m o o d  
d i s o r d e r s ,  r e c u r r e n t  s u b c o r t i c a l  i s c h e m i c  s t r o k e s ,  p r o g r e s s i v e  c o g n i t i v e  d e c l i n e ,  
d e m e n t i a  a n d  p r e m a t u r e  d e a t h .  T h e  p a t h o l o g i c a l  h a l l m a r k  of t h e  d i s e a s e  i s  a  
s y s t e m i c  n o n a m y l o i d  a n d  n o n a t h e r o s c l e r o t i c  v a s c u l o p a t h y ,  w h i c h  a f f e c t s  
p r e d o m i n a n t l y  t h e  s m a l l  c e r e b r a l  a r t e r i e s .  V e s s e l  c h a n g e s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  
p r o g r e s s i v e  d e g e n e r a t i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s ,  a s  w e l l  a s  b y  t h e  
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a c c u m u l a t i o n ,  i n  t h e  v e s s e l  w a l l ,  of a n  u n k n o w n  m a t e r i a l  t h a t  a p p e a r s  b y  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a s  g r a n u l a r  o s m i o p h i l i c  m a t e r i a l  ( G O M )  [ 9 2 , 1 0 1 ] .  
C A D A S I L  i s  c a u s e d  b y  m u t a t i o n s  i n  t h e  N o t c h 3  g e n e  [ 9 2 ] .  A l l  m u t a t i o n s  
a s s o c i a t e d  w i t h  C A D A S I L  a r e  h i g h l y  s t e r e o t y p e d  l e a d i n g  t o  a  g a i n  o r  l o s s  o f  a  
c y s t e i n e  r e s i d u e  i n  o n e  of t h e  3 4  E G F - l i k e  r e p e a t s  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  o f  
t h e  N o t c h 3  p r o t e i n .  M o s t  m u t a t i o n s  a r e  m i s s e n s e  m u t a t i o n s  t h a t  a r e  c l u s t e r e d  
n e a r  t h e  a m i n o  t e r m i n u s  of t h e  p r o t e i n  [ 9 2 ,  9 7 ,  1 0 3 1 .  S o m e  s p l i c e  s i t e  m u t a t i o n s  
h a v e  a l s o  b e e n  d e s c r i b e d .  A l l  E G F  r e p e a t s  c o n t a i n  s i x  c o n s e r v e d  c y s t e i n e  
r e s i d u e s  t h a t  f o r m  t h r e e  i n t r a d o m a i n  d i s u l f i d e  b o n d s .  S p l i c i n g  m u t a t i o n s  
i n v a r i a b l y  c a u s e  i n - f r a m e  d e l e t i o n s  t h a t  r e s u l t  i n  t h e  l o s s  of t h e s e  c y s t e i n e  
r e s i d u e s  [ 9 2 , 9 7 , 1 0 3 ] .  
E G F R  2 - 5 ,  w h i c h  h a v e  n o  p r e d i c t e d  f u n c t i o n a l  r o l e ,  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  
f o r m i n g  a  m u t a t i o n a l  h o t s p o t  [ 9 2 ] .  P a t h o g e n i c  m u t a t i o n s  i n  E G F  1 0  a n d  E G F  11 
t h a t  a r e  p r e d i c t e d  t o  b e  r e q u i r e d  f o r  l i g a n d  b i n d i n g ,  b y  h o m o l o g y  t o  t h e  
D r o s o p h i l a e  N o t c h  r e c e p t o r  a r e  t h e  p r i m a r y  t a r g e t s  of t h e  p a t h o g e n i c  p r o c e s s .  I n  
n o r m a l  h u m a n  a d u l t s ,  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  3  i s  h i g h l y  r e s t r i c t e d  t o  t h e s e  c e l l s .  
I n  p a t i e n t s  w i t h  C A D A S I L ,  t h e r e  i s  a n  a b n o r m a l  a c c u m u l a t i o n  of t h e  N o t c h  3  
e x t r a c e l l u I a r  d o m a i n  t h a t  t a k e s  p l a c e  a t  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  o f  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  H o w e v e r ,  t h e  m o l e c u l a r  p a t h w a y s  l i n k i n g  N o t c h  3  
m u t a t i o n s  t o  d e g e n e r a t i o n  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  a r e  p o o r l y  
u n d e r s t o o d .  
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3 . 3 . 2  A l a g i l l e  s y n d r o m e  
A l a g i l l e  s y n d r o m e  ( A G S )  i s  o n e  of t h e  m o s t  c o m m o n  g e n e t i c  c a u s e s  o f  c h r o n i c  
l i v e r  d i s e a s e  i n  c h i l d h o o d ,  w i t h  a  f r e q u e n c y  a s  1  i n  7 0 , 0 0 0  l i v e  b i r t h s .  I t  i s  a n  
a u t o s o m a l  d o m i n a n t  c o n d i t i o n  c h a r a c t e r i z e d  b y  c h o l e s t a s i s  c a u s e d  b y  
i n t r a h e p a t i c  b i l e  d u c t  p a u c i t y ,  c o n g e n i t a l  h e a r t  d e f e c t s  i n v o l v i n g  p r i m a r i l y  t h e  
p u l m o n a r y  a r t e r i e s ,  b u t t e r f l y  v e r t e b r a e ,  a n t e r i o r  c h a m b e r  d e f e c t s  o f  t h e  e y e ,  
t y p i c a l l y  p o s t e r i o r  e m b r y o t o x o n ,  a n d  f a c i a l  d y s m o r p h i s m .  S e v e r a l  o t h e r  
c o n s i s t e n t  c l i n i c a l  f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n c l u d i n g  r e n a l  a b n o r m a l i t i e s ,  
r e t i n a l  p i g m e n t a r y  c h a n g e s ,  a n d  p a n c r e a t i c  i n s u f f i c i e n c y  [ 9 2 ,  1 1 3 1 .  V a s c u l a r  
a n o m a l i e s  h a v e  b e e n  n o t e d  i n  A G S  f r o m  s o m e  o f  t h e  e a r l i e s t  d e s c r i p t i o n s  o f  t h i s  
s y n d r o m e .  P u l m o n a r y  a r t e r y  i n v o l v e m e n t  i s  a  h a l l m a r k  f e a t u r e  o f  t h e  
c o n d i t i o n .  T h e  l i t e r a t u r e  d o c u m e n t s  c a s e  r e p o r t s  o f  i n t r a c r a n i a l  v e s s e l  
a b n o r m a l i t i e s  a n d  o t h e r  v a s c u l a r  a n o m a l i e s  i n  A G S  [ 9 2 ,  1 0 3 ,  1 1 3 1 .  T h e  l a t t e r  
i n c l u d e  i n v o l v e m e n t  of t h e  a o r t a ,  r e n a l ,  c e l i a c ,  s u p e r i o r  m e s e n t e r i c ,  a n d  
s u b c l a v i a n  a r t e r i e s  
T h e  A G S  l o c u s  h a s  b e e n  a s s i g n e d  t o  c h r o m o s o m e  2 0 ~ 1 2 .  T h e  N o t c h  l i g a n d ,  
J a g g e d 1  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  t h e  d e f e c t i v e  g e n e  1 9 2 ,  1 0 3 , 1 1 3 1 .  T h e  m a j o r i t y  o f  
m u t a t i o n s  i d e n t i f i e d  s o  f a r  a s  f r a m e  s h i f t ,  n o n - s e n s e  a n d  s p l i c e  s i t e  m u t a t i o n s  
r e s u l t s  i n  t r u n c a t e d  p r o t e i n s .  T h e  r e s u l t i n g  p r o t e i n ,  i f  t r a n s l a t e d ,  c a r r i e s  C -  
t e r m i n a l  d e l e t i o n s  o f  v a r i o u s  l e n g t h s  i n c l u d i n g  a t  l e a s t  t h e  t r a n s m e m b r a n e  a n d  
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t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n .  A  f e w  m i s s e n s e  m u t a t i o n s  h a v e  b e e n  a l s o  i d e n t i f i e d  
[ 9 2 , 1 0 3 , 1 1 3 ] .  
3 . 3 . 3  S p o n d y l o c o s t a l  d y s o s t o s i s  
S p o n d y l o c o s t a l  d y s o s t o s i s  ( S D )  i s  a  f a m i l y  of r e l a t e d  d i s e a s e s  w h e r e  v e r t e b r a l  
d e f e c t s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  r i b  a b n o r m a l i t i e s  a n d  s h o r t  t r u n k  d w a r f i s m .  O n e  
p a r t i c u l a r  f o r m  of a u t o s o m a l  r e c e s s i v e  S D  i s  c a u s e d  b y  m u t a t i o n  i n  D l l - 3  a n d  i s  
c h a r a c t e r i z e d  b y  a b n o r m a l  s e g m e n t a t i o n  o f  t h e  s p i n e ,  l i k e l y  d u e  t o  l o s s  o f  D l l - 3  
f u n c t i o n s  i n  s o m i t o g e n e s i s  a n d  t h e  s e g m e n t a t i o n  c l o c k  ( a n  i n n e r  m o l e c u l a r  
o s c i l l a t o r  b a s e d  o n  p e r i o d i c  a c t i v a t i o n  o f  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h e  N o t c h - s i g n a l i n g  
p a t h w a y ,  s u c h  a s  H E S ,  w h i c h  c o n t r o l s  t h e  f o r m a t i o n  o f  p a r a x i a l  m e s o d e r m  
c a l l e d  s o m i t e s )  [ 9 2 ] .  
C u r r e n t l y  1 7  d i f f e r e n t  m u t a t i o n s  i n  D l l - 3  h a v e  b e e n  f o u n d ,  w h i c h  i n c l u d e  
p r o t e i n  t r u n c a t i o n s ,  a d d i t i o n  o r  d e l e t i o n  of c y s t e i n e  r e s i d u e s  w i t h i n  E G F  
r e p e a t s ,  o r  t h e  r e p l a c e m e n t  of a n  e s s e n t i a l  a m i n o  a c i d .  T h e  d i s c o v e r y  o f  D l l - 3  
m u t a t i o n s  i n  S D  p a t i e n t s  a c c e n t u a t e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  
p a t h w a y  i n  s k e l e t a l  d e v e l o p m e n t  [ 9 2 ] .  
A l t h o u g h  t h e r e  h a s  b e e n  m u c h  r e c e n t  p r o g r e s s  i n  d e f i n i n g  t h e  d e v e l o p m e n t a l  
f u n c t i o n s  o f  N o t c h ,  m a n y  a s p e c t s  of t h i s  p a t h w a y  r e m a i n  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  
N o t c h  s i g n a l i n g  a l s o  p l a y s  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  m y o g e n e s i s ,  c a r d i o g e n e s i s  a n d  
l i k e l y  o t h e r s  [ 9 2 ] .  T h u s ,  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  N o t c h  d e f e c t s  w i l l  b e  d i s c o v e r e d  i n  
o t h e r  h u m a n  d i s e a s e s  i n  t h e  f u t u r e .  
I N T R O D U C T I O N  
A I M  O F  S T U D Y  
B a s e d  o n  l i t e r a t u r e  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  m a y  c o n t r o l  
V S M C  f a t e  d e c i s i o n s  [ 3 ,  3 4 ,  5 4 ,  5 5 ,  9 5 ,  1 0 1 ,  1 1 6 1 .  O u r  c e n t r a l  o b j e c t i v e  w a s  t o  
e x p l o r e  t h e  r o l e  o f  t h i s  n o v e l  d e v e l o p m e n t a l  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  c o n t r o l l i n g  
v a s c u l a r  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  f o l l o w i n g  a  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  s t i m u l u s .  T h u s ,  
w e  e x a m i n e d  t h e  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  N o t c h  1  a n d  3 - r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  a n d  
s i g n a l i n g  i n  c o n t r o l l i n g  h u m a n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  s t a t i c  c e l l s  a n d  c e l l s  
e x p o s e d  t o  c y c l i c  s t r a i n .  
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C h a p t e r  4 .  M a t e r i a l s  
4 . 1  S u p p l i e r s  
' ~ m e r s h n m  P h a r m a c i a  B i o t e c h  
E C L  P l u s  W e s t e r n  B l o t t i n g  d e t e c t i o n  
s y s t e m  
E C L H y b o n d  
E C L  H y p e r f i l m  
Q I A G E N  
Q I A G E N  p u r i f i c a t i o n  p l a s m i d  k i t  
B i o l a b s  
R a i n b o w  P r o t e i n  M a r k e r ,  B r o a d  r a n g e  
( 2 5 0  -  1 0  k D a )  
O x i o d  
S k i m m e d  m i l k  p o w d e r  
P i e r c e  
S u p e r s i g n a l  W e s t  P i c o  
L u m i n o l I E n h a n c e r  s o l u t i o n  
S u p e r s i g n a l  W e s t  P i c o  S t a b l e  
P e r o x i d e  S o l u t i o n  
B C A  r e a g e n t s  
A l b u m i n  s t a n d a r d  
S a n t a  C m z  
P o l y c l o n a l  a n t i - s m o o t h e l i n  a n t i b o d y  
o l e c u l a r  P r o b e s  
S i g t t r a  A l d r i c h  ( P o o l e ,  D o r s e t .  U K )  
A g a r o s e  
e  A m m o n i u m  P e r s u l f a t e  
N ,  N - M e t h y l e n e - A c r y l a m i d e - b i s -  
A c r y l a m i d e  s o l u t i o n  
F o e t a l  C a l f  S e r u m  
H a n k s  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  
P e n i c i l l i n - S t r e p t o m y c i n  S o l u t i o n  
S t a b i l i z e d  ( 1 0 , 0 0 0  u n i t s  p e n i c i l l i n  
a n d  l O O m g  s t r e p t o m y c i n / m l )  
P o n c e a u  S  
R P M I - 1 6 4 0  M e d i u m  
D M E M e d i u m  
T E M E D  
S D S  
T r y p s i n - E D T A  S o l u t i o n  ( l o x )  
A n t i  -  m o u s e  I g G  -  p e r o x i d e  
c o n j u g a t e  
A n t i  -  g o a t  I g G  -  p e r o x i d e  
c o n j u g a t e  
M o n o c l o n a l  a n t i  -  m y o s i n  
( s m o o t h )  a n t i b o d y  
A l e x a  F l u o r  4 8 8  F  ( a b ) 2  f r a g m e n t  o f  
r a b b i t  a n t i -  a - a c t i n  
A l e x a  F l u o r  4 8 8  F  ( a b ) 2  f r a g m e n t  o f  
M o n o c l o n a l  a n t i  -  a l p h a  s m o o t h  
m u s c l e  a c t i n  c l o n e  1 A 4  p e r o x i d e  
c o n j u g a t e  
g o a t  a n t i - m o u s e  I g G  
M o n o c l o n a l  a n t i - c a l p o n i n  c l o n e  
h C P  
B C I P I N B T  c o l o u r  s u b s t r a t e  
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4 . 2  S o l u t i o n s  
4 . 2 . 1  ' L B  A g a r  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  LB A g a r  f o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  
1 0 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r :  
l g  b a c t o  -  t r y p t o n e  
0 . 5 g  b a c t o  - y e a s t  
0 . 5 g  N a C l  
T h e n ,  LB A g a r  w a s  a u t o c l a v e d  i n  1 2 1 0 C  f o r  2 0  m i n .  A f t e r  s t e r i l i z a t i o n ,  LB 
A g a r  w a s  c o o l e d  d o w n  t o  55OC i n  w a t e r  b a t h  a n d  t h e n ,  1 . 5 g  o f  A g a r  a n d  1 . 2 5  
p g  /  m l  o f  A m p  ( 5 0 m g / l  m l )  w e r e  a d d e d .  L B  A g a r  w a s  s t o r e d  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  
4 . 2 . 2  L B  B r o t h  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  LB B r o t h  f o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  
9 5 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r :  
l o g  B a c t o  -  t r y p t o n e  
5 g  B a c t o  -  y e a s t  e x t r a c t  
l o g  N a C l  
S o l u t i o n  w a s  t h e n  m i x e d  u n t i l  t h e  s o l u t e s  h a v e  d i s s o l v e d  a n d  t h e  p H  w a s  
a d j u s t e d  t o  7 . 0  w i t h  N a O H .  T h e  v o l u m e  o f  LB B r o t h  w a s  a d j u s t e d  t o  1  L  w i t h  
d i s t i l l e d  H z 0  a n d  LB B r o t h  w a s  s t e r i l i s e d  b y  a u t o c l a v i n g  f o r  5 0  m i n  a t  1 5  l b  /  s q .  
i n .  o n  l i q u i d  c y c l e .  A f t e r  s t e r i l i z a t i o n ,  LB B r o t h  w a s  c o o l e d  d o w n  t o  55OC i n  
w a t e r  b a t h  a n d  1 . 2 5  p g  /  m l  of A m p i c i l i n  ( 5 0 m g l l  m l )  w a s  a d d e d .  LB B r o t h  w a s  
s t o r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
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4.2.3 P l a s m i d  p r e p a r a t i o n  s o l u t i o n s  
B u f f e r s  w e r e  s u p p l i e d  w i t h  Q I A G E N  Kit. C o n t e n t s  o f  e a c h  b u f f e r  w a s  a s  f o l l o w :  
B u f f e r  
C o m p o s i t i o n  
S t o r a g e  
2 - 8 " C ,  a f t e r  a d d i t i o n  
o f  R N a s e  A  
l % Z S W C  
1 5 2 5 ° C  
o r  2 - 8 ° C  
B u f f e r  P 1  
( r e s u s p e n s i o n  b u f f e r )  
B u f f e r  P 2  
( l y s i s  b u f f e r )  
B u f f e r  P 3  
( n e u t r a l i z a t i o n  b u f f e r )  
7 5 0  m M  N a C l ;  
B u f f e r  Q B T  
5 0  m M  M O P S ,  p H  7 . 0 ;  
( e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r )  1 5 %  i s o p r o p a n o l  ( v f v ) ;  1 5 2 5 ° C  
0 . 1 5 %  T r i t o n @  X - 1 0 0  ( v l v )  
B u f f e r  Q C  1 . 0  M  N a C l ;  
( w a s h  b u f f e r )  5 0  m M  M O P S ,  p H  7 . 0 ;  1 5 2 5 ° C  
1 5 %  i s o p r o p a n o l  ( v l v )  
B u f f e r  Q F  1 . 2 5  M  N a C l ;  
( e l u t i o n  b u f f e r )  5 0  m M  T r i s - C l ,  p H  8 . 5 ;  1 5 2 5 ° C  
1 5 %  i s o p r o p a n o l  ( v / v )  
5 0  m M  T r i s - C 1 ,  p H  8 . 0 ;  
1 0  m M  E D T A ;  
1 0 0  p g / m l  R N a s e  A  
2 0 0  m M  N a O H ,  1 %  S D S  
( w l v )  
3 . 0  M  p o t a s s i u m  a c e t a t e ,  
p H  5 . 5  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
4 . 2 . 4  C e l l  c u l t u r e  s o l u t i o n s  
4 . 2 . 4 . 1  R P M I  m e d i a  ( 5 0 0  m l )  
R P M I  m e d i a  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  A l d r i c h  i n  5 0 0  m l  b o t t l e s .  F o e t a l  c a l f  
s e r u m  ( F C S )  a n d  P e n i c i L l i n / S t r e p t o m y c i n  ( P e n I S t r e p )  w e r e  a d d e d  a s e p t i c a l l y  t o  
e a c h  b o t t l e  t o  o b t a i n  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  1 0 %  f o r  F C S  a n d  1 %  f o r  P e n I S t r e p .  
4 . 2 . 4 . 2  P r o t e i n  L y s i s  B u f f e r  
F o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  P r o t e i n  L y s i s  B u f f e r :  
2 5  m M  H e p e s  
3 0 0  m M N a C l  
.  1 . 5 m M M g C h  
2 0 0  W E D T A  
1 %  T r i t o n - X  
2 0 0  m M  p - g l y c e r o p h o s p h a t a s e  
0 . 1 %  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  
0 . 5 %  s o d i u m  d e o x y c h o l a t e  
0 . 5  m M  D T T  
1 0 0 m M  N a 3 V 0 4  
1 0 0  p g / m l  P M S F  
p g / m l  a p r o t i n i n  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  7 . 5  a n d  P r o t e i n  L y s i s  B u f f e r  w a s  s t o r e d  a t  4OC. 
4 . 2 . 4 . 3  P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  ( P B S )  l o x  
F o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  l o x  P B S :  
8 0 g N a C l  
2 g K C 1  
1 2 g N a z H P 0 4  
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2 g m # 0 4  
T h e  p H  w a s  t h e n  a d j u s t e d  t o  7 . 3  a n d  u l t r a  p u r e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a d j u s t  
v o l u m e  of l o x  P B S  t o  1 L .  1 0 x  P B S  w a s  s t o r e d  i n  4OC. 
4 . 2 . 4 . 4  T r a n s f e c t i o n  m e d i a  ( 5 0 0  m l )  
D u l b e c c o  M o d i f i e d  E a g l e ' s  M e d i a  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  A l d r i c h  i n  5 0 0  
m l  b o t t l e s .  N o  F C S  a n d  P e n l S t r e p  w e r e  a d d e d  t o  t h e  m e d i u m .  
4 . 2 . 4 . 5  P u r o m y c i n  m e d i a  
D u l b e c c o  M o d i f i e d  E a g l e ' s  M e d i a  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  A l d r i c h  i n  5 0 0  
m l  b o t t l e s  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 8  p g / m l  p u r o m y c i n ,  1 0 %  F C S  a n d  1 %  
P e n / S t r e p .  
4 . 2 . 5  W e s t e r n  b l o t  s o l u t i o n s  
4 . 2 . 5 . 1  R e s o l v i n g  G e l  B u f f e r  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  R e s o l v i n g  G e l  B u f f e r ,  9 0 . 7 8 g  o f  T r i s  b a s e  w a s  a d d e d  t o  3 0  m l  
of u l t r a  p u r e  w a t e r  a n d  t h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  8 . 8  w i t h  H C l .  F i n a l l y ,  u l t r a  p u r e  
w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a d j u s t  v o l u m e  of b u f f e r  t o  5 0 0  m l .  R e s o l v i n g  G e l  B u f f e r  w a s  
s t o r e d  a t  4OC. 
4 . 2 . 5 . 2  S t a c k i n g  G e l  B u f f e r  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  S t a c k i n g  G e l  B u f f e r ,  1 5 . 1 2 5 g  T r i s  b a s e  w a s  a d d e d  t o  3 0  m l  o f  
u l t r a  p u r e  w a t e r  a n d  t h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  6 . 8  w i t h  H C l .  F i n a l l y ,  u l t r a  p u r e  
w a t e r  w a s  a d d e d  t o  a d j u s t  v o l u m e  o f  b u f f e r  t o  2 5 0  m l .  S t a c k i n g  G e l  B u f f e r  w a s  
s t o r e d  a t  4 0 C .  
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4 . 2 . 5 . 3  1 0 %  S D S  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  1 0 %  S D S ,  l o g  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  w a s  a d d e d  t o  1 0 0  
m l  o f  u l t r a  p u r e  w a t e r  a n d  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
4 . 2 . 5 . 4  A m m o n i u m  P e r s u l p h a t e  A P  ( 1 O 0 / 0 )  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  1 0 %  A m m o n i u m  P e r s u l p h a t e ,  O . l g  A P  w a s  a d d e d  t o  1  m l  o f  
u l t r a  p u r e  w a t e r  a n d  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  i n  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A P  s o l u t i o n  w a s  
m a d e  u p  f r e s h  d a i l y .  
4 . 2 . 5 . 5  7 . 5 %  R e s o l v i n g  g e l  p r e p a r a t i o n  ( 5 0 0  m l )  
F o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  5 0 0  m l  of 7 . 5 %  R e s o l v i n g  
g e l :  
5 m l 1 0 %  S D S  
1 2 5  m l  r e s o l v i n g  g e l  b u f f e r  
1 2 5  m l  A c r y l a r n i d e - b i s  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  
2 4 5  m l  u l t r a  p u r e  w a t e r  
5 0 -  ~ 1 1 0 %  A P  /  20 m1 s o l u t i o n  
1 5  p l  T E M E D  /  2 0  m l  s o l u t i o n  
7 . 5 %  R e s o l v i n g  g e l  w a s  s t o r e d  a t  4OC. 
4 . 2 . 5 . 6  1 2 %  R e s o l v i n g  g e l  p r e p a r a t i o n  ( 5 0 0  m l )  
F o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  5 0 0  m l  o f  1 2 %  R e s o l v i n g  
g e l :  
5 m l 1 0 % S D S  
1 2 5  m l  r e s o l v i n g  g e l  b u f f e r  
2 0 0  m l  A c r y l a m i d e - b i s  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  
1 7 0  m l  u l t r a  p u r e  w a t e r  
5 0  ~ 1 1 0 %  A P  /  20 m l  s o l u t i o n  
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1 5  p l  T E M E D  /  20 m l  s o l u t i o n  
1 2 %  R e s o l v i n g  g e l  w a s  s t o r e d  a t  4OC. 
4 . 2 . 5 . 7  4 %  S t a c k i n g  g e l  p r e p a r a t i o n  ( 5 0 0  m l )  
F o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s  w e r e  u s e d  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  5 0 0  m l  o f  4 %  S t a c k i n g  g e l :  
5  m l 1 0 %  S D S  
1 2 5  m l  r e s o l v i n g  g e l  b u f f e r  
1 2 5  m l  A c r y l a r n i d e - b i s  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  
2 8 5  m l  u l t r a  p u r e  w a t e r  
5 0  ~ 1 1 0 %  A P  /  2 0  m l  s o l u t i o n  
1 5  p l  T E M E D  /  2 0  m l  s o l u t i o n  
4 %  S t a c k i n g  g e l  w a s  s t o r e d  i n  4OC. 
4 . 2 . 5 . 8  T r i s - G l y c i n e  s t o c k  ( l L  o f  l o x )  
3 0 . 2 7 g  T r i z m a  b a s e  a n d  1 4 4 g  G l y c i n e  w e r e  a d d e d  t o  8 0 0  m l  o f  u l t r a  p u r e  w a t e r ,  
a n d  t h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  8 . 2  w i t h  H C 1 .  T h e n ,  u l t r a  p u r e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  
a d j u s t  v o l u m e  o f  s o l u t i o n  t o  1  l i t r e .  T r i s - G l y c i n e  s t o c k  w a s  s t o r e  a t  4OC 
4 . 2 . 5 . 9  S e m i - d r y  t r a n s f e r  b u f f e r  ( l x :  2 5 m M  T r i s 1 1 9 2  m M  G l y c i n e / 2 0 ° / ~  M e O H )  
2 0 0  m l  M e O H  a n d  1 0 0  m l  l o x  T r i s - G l y c i n e  s t o c k  w e r e  a d d e d  t o  7 0 0  m l  o f  u l t r a  
p u r e  w a t e r ,  m i x e d  a n d  s t o r e d  a t  4OC 
4 . 2 . 5 . 1 0  P B S - T w e e n  ( I x P B S ,  0 . 1 %  T w e e n )  
2 0 0  m l 1 0 x P B S  ( s e e  s e c t i o n  4 . 2 . 4 . 3 )  a n d  2  m l  T w e e n  2 0  w e r e  a d d e d  t o  1 7 9 8  m l  o f  
u l t r a  p u r e  w a t e r ,  m i x e d  a n d  s t o r e d  a t  4OC 
4 . 2 . 5 . 1 1  B l o c k i n g  s o l u t i o n  
5 g  s k i m m e d  m i l k  a n d  2  m l  T w e e n  2 0  w e r e  a d d e d  t o  1 0 0  m l 1  X  P B S / T w e e n  ( s e e  
s e c t i o n  4 . 2 . 5 . 1 0 ,  m i x e d  a n d  s t o r e d  a t  4 0 C  f o r  2  t o  3  d a y s .  
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4 . 2 . 6  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  s o l u t i o n  
4 . 2 . 6 . 1  P B S / B S A  s o l u t i o n  ( Z x  P B S ,  3 % B S A )  
3 g  B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n  w a s  a d d e d  t o  1 0 0  m l  o f  l x  P B S  ( s e e  s e c t i o n  4 . 2 . 4 . 3 ) ,  
m i x e d  a n d  s t o r e d  a t  4OC f o r  2  t o  3  d a y s .  
4 . 2 . 7  Q u a n t i t a t i v e  R e a l  T i m e  P C R  s o l u t i o n s  
4 . 2 . 7 . 1  R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e  
O l i g o  d T  a n d  d N T P ' s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  B i o - S c i e n c e s  L t d  a n d  s t o r e d  a t  4OC. 
M L V  5 x  r e a c t i o n  b u f f e r ,  M L V - R T ,  R n a s e  H  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  M e d i c a l  
S u p p l y  C o .  L t d  a n d  s t o r e d  a t  4OC. 
4 . 2 . 7 . 2  R e a l  T i m e  P o l y m e r i s e  C h a i n  R e a c t i o n  
T h e  S Y B R B G r e e n  Q u a n t i t a t i v e  R T - P C R  k i t  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a .  I t  
c o m b i n e d :  
e A M V  R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e ,  
J u m p S t a r P  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  
SYBR G r e e n  I  f l u o r e s c e n t  d y e  
S Y B R  G r e e n  T a q  R e a d y M i x  
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C h a p t e r  5 .  M e t h o d s  
5 . 1  C e l l  c u l t u r e  
5 . 1 . 1  M a i n t e n a n c e  a n d  s u b - c u l t u r i n g  
H u m a n  A o r t i c  S m o o t h  M u s c l e  C e l l s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  C e l l  A p p l i c a t i o n s  
I n c .  ( C A ,  U S A ) .  C e l l s  w e r e  s e e d e d  i n t o  T 7 5  c m 2  f l a s k s  a n d  c u l t u r e d  i n  1 5  m l  o f  
R P M I - 1 6 4 0  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 %  h e a t  i n a c t i v a t e d  f o e t a l  c a l f  s e r u m  
( F C S )  ( o r  w i t h  0 . 1 %  F C S  i n  o r d e r  t o  s t i m u l a t e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n )  a n d  1 %  
p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n .  C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  o f  5 %  
C 0 2 ,  9 5 %  a i r .  C e l l s  w e r e  r o u t i n e l y  s u b c u l t u r e d  ( p a s s a g e  3  t o  1 8 )  o n  r e a c h i n g  
c o n f l u e n c y ,  b y  t a k i n g  o f f  t h e  m e d i a  a n d  w a s h i n g  c e l l s  w i t h  H a n k s  B a l a n c e d  S a l t  
S o l u t i o n  ( H B S S )  t o  r e m o v e  F C S  a n d  u n a d h e r e d  c e l l s .  C e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  2 X  
T r y p s i n - E D T A  ( d i l u t e d  i n  H B S S )  a t  37OC f o r  2 - 5  m i n .  R P M I  c o n t a i n i n g  1 0 % F C S ,  
1 %  P e n / S t r e p  w a s  a d d e d  t o  i n h i b i t  t h e  e f f e c t  of t r y p s i n .  T h e  s u s p e n s i o n  o f  c e l l s  
w a s  t r a n s f e r r e d  t o  1 5  m l  F a l c o n  t u b e s ,  c e n t r i f u g e d  a n d  a  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  3  
m l  o f  m e d i a  a n d  u s e d  t o  s e e d  t h r e e  T 7 5  f l a s k s .  T h e  c e l l s  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  
r a n g e d  f r o m  p a s s a g e  3  t o  p a s s a g e  1 8 .  T h e  w i d e  r a n g e  o f  p a s s a g e  n u m b e r s  u s e d  
i n  e x p e r i m e n t s  w a s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  c h a n g e s  i n  e x p r e s s i o n  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  i n  c u l t u r e d  c e l l s .  
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5 . 1 . 2  S e e d i n g  o f  6 - w e l l  B i o f l e x  p l a t e s  o r  r e g u l a r  6 - w e l l  p l a t e s  
H A S M C  w e r e  s e e d e d  i n t o  r e g u l a r  6 - w e l l  p l a t e s  o r  a  f l e x i b l e ,  p r o n e c t i n - c o a t e d  
B i o f l e x  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of 5 x l 0 5 c e l l s / w e l l .  T h e  c e l l s  w e r e  l e f t  t o  r e a c h  9 0 - 1 0 0 %  
c o n f l u e n c e  a n d  t h e n  t h o s e  s e e d e d  o n  B i o f l e x  p l a t e s  w e r e  e x p o s e d  f o r  2 4  h o u r s  
t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  u s i n g  t h e  F l e x e r c e l l  T e n s i o n  P l u s  S y s t e m  ( F X - 4 0 0 0 ,  F l e x c e l l ,  
M c K e e s p o r t ,  P A ) .  I t  i s  a  c o m p u t e r  d r i v e n  a p p a r a t u s ,  w h i c h  w a s  d e v e l o p e d  t o  
o f f e r  a  m e c h a n i c a l  l o a d  t o  c e l l s  c u l t u r e d  i n  v i t r o .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  u s i n g  
T r y p s i n  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 1 . 1  
5 . 2  P u r i f i c a t i o n  o f  p l a s m i d s  
A  s i n g l e  c o l o n y  of E .  c o l i  w a s  p i c k e d  f r o m  a  f r e s h l y  s t r e a k e d  p l a t e  a n d  
i n o c u l a t e d  i n t o  3  m l  o f  LB b r o t h  ( c o n t a i n i n g  1 2 5 p g / m l  o f  a m p i c i l l i n )  a s  a  
" s t a r t e r  c u l t u r e " .  S t a r t e r  c u l t u r e  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  8  h o u r s  a t  37OC w i t h  
v i g o r o u s  s h a k i n g ,  t h e n ,  d i l u t e d  i n t o  3 0  m l  of L B  b r o t h  ( c o n t a i n i n g  1 2 5 p g / m l  
a m p i c i l l i n )  a n d  g r o w n  a t  37OC f o r  1 6  h o u r s  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g .  C u l t u r e  w a s  
d e c a n t e d  i n t o  5 0  m l  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  5 , 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  4OC. A l l  
t r a c e s  o f  s u p e r n a t a n t  w e r e  r e m o v e d .  B a c t e r i a l  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  4  m l  o f  
b u f f e r  P I  ( + R N a s e  A ) .  T h e  p e l l e t  w a s  v o r t e x e d  a n d  a s p i r a t e d  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  
r e s u s p e n s i o n .  4  r n l  of b u f f e r  P 2  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n .  T h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  m i x e d  g e n t l y  b u t  t h o r o u g h l y  b y  i n v e r t i n g  4 - 6  t i m e s  a n d  
i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  n o  m o r e  t h a n  5  m i n u t e s .  4  m l  o f  c h i l l e d  
b u f f e r  P 3  w a s  a d d e d .  S u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  i m m e d i a t e l y  b u t  g e n t l y  b y  
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i n v e r t i n g  t h e  t u b e  4 - 6  t i m e s  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  1 5  m i n u t e s .  C e l l  
s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 . 0 0 0  r p r n  f o r  6 0  m i n u t e s  a t  4OC. S u p e r n a t a n t  
c o n t a i n i n g  p l a s m i d  D N A  w a s  t h e n  r e m o v e d ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  n e w  5 0  m l  t u b e  
a n d  r e - c e n t r i f u g e d  a t  1 0 . 0 0 0  r p m  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  4OC. A  Q I A G E N - t i p  1 0 0  w a s  
e q u i l i b r a t e d  b y  a p p l y i n g  4  m l  of b u f f e r  Q B T  a n d  a l l o w i n g  t o  t h e  c o l u m n  t o  
d r a i n .  s u p e r n a t a n t  w a s  a p p l i e d  t o  a  Q I A G E N - t i p  a n d  a l l o w e d  t o  e n t e r  b y  
g r a v i t y  f l o w .  Q I A G E N - t i p  w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  1 0  m l  o f  b u f f e r  Q C .  D N A  
w a s  e l u t e d  w i t h  5  m l  of b u f f e r  Q F  a n d  p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i n g  3 . 5  m l  o f  r o o m -  
t e m p e r a t u r e  i s o p r o p a n o l .  E l u a t e  w a s  t h e n  m i x e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r p r n  
f o r  3 0  m i n u t e s  a t  4 0 C .  S u p e r n a t a n t  w a s  c a r e f u l l y  d e c a n t e d .  D N A  p e l l e t  w a s  
w a s h e d  w i t h  2  m l  o f  r o o m  t e m p e r a t u r e  7 0 %  e t h a n o l  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  
r p m  f o r  2 0  m i n u t e s .  S u p e r n a t a n t  w a s  c a r e f u l l y  d e c a n t e d  w i t h o u t  d i s t u r b i n g  t h e  
p e l l e t .  P e l l e t  w a s  t h e n  a i r - d r i e d  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s ,  r e d i s s o l v e d  i n  s u i t a b l e  v o l u m e  
o f  T E  b u f f e r  ( 1 0 m M  T r i s - H C 1 ,  p H  8 . 0 ;  1  m M  E D T A )  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  
e p p e n d o r f .  E p p e n d o r f  w a s  l e f t  a t  4 0 C  o v e r n i g h t .  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  t h e  
A260/280 n m  m e t h o d ,  e . g . :  
7 5 0  p J  d H z 0  w a s  u s e d  t o  z e r o  O D  a t  2 6 0  n m .  A 2 6 0 1 2 8 0  n m  r a t i o  w a s  a l s o  
z e r o e d .  
1 0  p l  e l u a t e  w a s  d i l u t e d  i n  7 5 0  p J  d H 2 0  a n d  O D  a t  2 6 0  n m  a n d  A 2 6 0 ~ s o n m  
r a t i o  w a s  m e a s u r e d  f o r  d i l u t e d  r a t i o  
P l a s m i d  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  g i v e n  b e l o w :  
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A 2 6 0 n m  x  5 0 m g  1  r n l  x  d i l u t i o n .  f a c t o r  
D N A  c o n c .  ( p g / p 1 )  =  
1 0 0 0  
T h e  r a t i o  A 2 6 0 / A D 2 8 0  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  p u r i t y  o f  t h e  s a m p l e .  I f  r a t i o  w a s  
1 . 7 - 1 . 9 ,  t h e  a b s o r p t i o n  w a s  d u e  t o  n u c l e i c  a c i d .  A  r a t i o  l e s s  t h a n  1 . 7  i n d i c a t e d  
t h a t  t h e r e  m i g h t  b e  p r o t e i n s  o r  o t h e r  a b s o r b e r s  i n  t h e  s a m p l e ,  i n  w h i c h  i t  w a s  
n e c e s s a r y  t o  r e p r e c i p i t a t e  t h e  D N A  w i t h  e t h a n o l .  
5 . 3  T r a n s f e c t i o n  o f  p l a s m i d  D N A  i n t o  c e l l s  
H V S M C  c e l l s  w e r e  u s e d  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  s t u d y .  T h e  f o l l o w i n g  p r o t o c o l  i s  
s p e c i f i e d  f o r  t r a n s f e c t i o n  o f  c e l l s  g r o w i n g  i n  T 7 5  f l a s k  a n d  6 - w e l l  p l a t e s .  T o t a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0  p g  o r  3  p g  o f  p l a s m i d  D N A  m i x e d  w i t h  4 5  p l  o r  1 5  o f  
l i p o f e c t a r n i n e  ( L F A )  w a s  a d d e d  t o  T 7 5  f l a s k  o r  o n e  w e l l  i n  6 - w e l l  p l a t e ,  
r e s p e c t i v e l y .  If c o - t r a n s f e d i o n  o f  t h r e e  d i f f e r e n t  p l a s m i d  D N A s  w a s  p e r f o r m e d ,  
e . g .  N o t c h  1, R P M S - 1 ,  p u r o m y c i n  p l a s m i d ,  6 . 6  p g  ( f o r  T 7 5 )  o r  1  p g  ( f o r  o n e  w e l l )  
o f  e a c h  D N A  w a s  p r e p a r e d  i n  D M E M  ( e x c l u d i n g  F C S ,  P e n / S t r e p )  a n d  
c o m b i n e d .  I f  c o - t r a n s f e c t i o n  o f  t w o  d i f f e r e n t  p l a s m i d  D N A s  w a s  p e r f o r m e d ,  
e . g .  N o t c h  1 ,  p u r o m y c i n  p l a s r n i d ,  1 0  p g  ( f o r  T 7 5 )  o r  1 . 5  p g  ( f o r  o n e  w e l l )  o f  e a c h  
D N A  w a s  p r e p a r e d  i n  D M E M  ( e x c l u d i n g  F C S ,  P e n / S t r e p )  a n d  c o m b i n e d .  L F A  
r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  4 5  p l  ( f o r  T 7 5 )  o r  1 5  p l  ( f o r  o n e  w e l l )  o f  L F A  i n  
3 0 0  p1 D M E M  ( e x c l u d i n g  F C S ,  P e n / S t r e p ) .  3 0 0  p l  o f  L F A  m i x t u r e  w a s  a d d e d  t o  
c o m b i n e d  D N A s .  T h e  r e s u l t i n g  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  
1 5  m i n u t e s .  M e d i a  w a s  r e m o v e d  f r o m  f l a s k  o r  w e l l ,  w h i c h  t h e n  w e r e  w a s h e d  
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t w i c e  w i t h  H B S S  t o  d i s p o s e  F C S  r e m n a n t s .  M i x t u r e  of L F A / D N A  w a s  a d d e d  t o  
f l a s k  o r  w e l l .  3  m l  o r  2 0 0  p l  o f  D M E M  ( e x c l u d i n g  F C S )  w a s  a d d e d  t o  f l a s k  o r  
w e l l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  f l i s k  o r  w e l l  w a s  t h e n  m i x e d  b y  s h a k i n g  a n d  i n c u b a t e d  
a t  37OC i n  h u m i d i f i e d  c h a m b e r  f o r  3 - 5  h o u r s .  1 2  m l  o r  5 0 0  p l  o f  R P M I  ( + l o %  
F C S )  w a s  a d d e d  t o  f l a s k  o r  w e l l ,  r C i s p e c t i v e l y ,  t o  l e t  t h e  c e l l  r e c o v e r  a f t e r  
t r a n s f e c t i o n ,  o v e r n i g h t  a t  3 7 0 C  i n  h u m i d i f i e d  c h a m b e r .  M e d i a  w a s  t h e n  
r e m o v e d  f r o m  t h e  f l a s k  o r  w e l l .  F l a s k  o r  w e l l  w a s  w a s h e d  w i t h  H B S S .  R P M I  
w i t h  0 . 1 %  F C S  a n d  0 . 8 m g / m l  p u r o m y c i n  w a s  a d d e d  t o  t h e  f l a s k  o r  w e l l  t o  
s t i m u l a t e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e  p u r o m y c i n  w a s  a d d e d  t o  s e l e c t  o n l y  c e l l s  t h a t  
h a s  b e e n  t r a n s f e c t e d .  T h e  f l a s k  o r  w e l l  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  37OC i n  h u m i d i f i e d  
c h a m b e r  f o r  2 4  h o u r s .  M e d i a  w a s  t h e n  r e m o v e d  f r o m  t h e  f l a s k  o r  w e l l .  F l a s k  o r  
w e l l  w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  H B S S .  L y s i s  B u f f e r  w a s  a d d e d  t o  f l a s k  o r  w e l l  t o  
p r e p a r e  a  p r o t e i n  l y s a t e  f o r  W e s t e r n  B l o t  ( s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  c e l l s  
f r o m  6 - w e l l  p l a t e  w e r e  f i x e d  w i t h  - 2 0 ° C  M e O H  f o r  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  
( s e c t i o n  5 . 6 ) .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
5 . 4  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
5.4.1 S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
5 . 4 . 1 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  w h o l e  c e l l  l y s a t e  
M e d i a  w a s  r e m o v e d  f r o m  f l a s k .  C e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  H B S S  a n d  t r i p s i n i z e d  
a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 1 . 1 .  T h e  s u s p e n s i o n  of c e l l s  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  1 5  m l  
F a l c o n  t u b e ,  c e n t r i f u g e d  a n d  a  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 0  p l  of l y s i s  b u f f e r  ( s e e  
s e c t i o n  4 . 2 . 4 . 2 ) .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  s o n i c a t e d  f o r  2 0  s e c o n d s  t o  b u r s t  c e l l s  a n d  
t h e  p r o t e i n  l y s a t e  w a s  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
5 . 4 . 1 . 2  B i c i n c h o n i n i c  a c i d  ( B C A )  p r o t e i n  m i c r o a s s a y  
T h e  BCA a s s a y  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  w h o l e  c e l l  l y s a t e .  
T h i s  m e t h o d  c o m b i n e d  t h e  r e d u c t i o n  o f  C U + ~  t o  C u d  b y  p r o t e i n  i n  a n  a l k a l i n e  
m e d i u m  w i t h  t h e  s e l e c t i v e  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n  of t h e  c u p r o u s  c a t i o n  u s i n g  a  
r e a g e n t  c o n t a i n i n g  b i c i n c h o n i n i c  a d d .  T h i s  w a t e r - s o l u b l e  c o m p l e x  e x h i b i t s  a  
s t r o n g  a b s o r b a n c e  a t  5 6 2  n m  t h a t  i s  l i n e a r  w i t h  i n c r e a s i n g  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  
o v e r  a  b r o a d  w o r k i n g  r a n g e  o f  2 0  -  2 . 0 0 0  & m l .  T h e  t w o  s e p a r a t e  r e a g e n t s  
u s e d ,  A  a n d  B ,  w e r e  s u p p l i e d  i n  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a s s a y  k i t  ( P i e r c e  
C h e m i c a l s ) .  A  w o r k i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  1  p a r t  o f  r e a g e n t  B  
w i t h  5 0  p a r t s  o f  r e a g e n t  A .  O n  a  m i c r o l i t r e  p l a t e  2 0 0  p l  of t h e  w o r k i n g  s o l u t i o n  
w a s  a d d e d  t o  2  p l  o f  t h e  w h o l e  c e l l  l y s a t e  o r  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n e  ( B S A )  
p r o t e i n  s t a n d a r d .  T h e  p l a t e  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  3 0  m i n .  T h e  
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a b s o r b a n c e  of e a c h  w e l l  w a s  t h e n  r e a d  a t  5 6 0  n m  u s i n g  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
A l l  s a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  w e r e  t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e .  Q u a n t i t a t i o n  w a s  c a r r i e d  
o u t  b y  i n t e r p o l a t i o n  f r o m  a  BSA s t a n d a r d  c u r v e  ( 0 - 1 0  p g l p l ) .  
5 . 4 . 1 . 3  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
A n  a l i q u o t  of t h e  s a m p l e ,  g i v i n g  a  c o n c e n t r a t i o n  of 1 0 - 2 0 p g  ( c o n c .  d e t e r m i n e d  
b y  B C A  a s s a y  i n  s e c t i o n  a b o v e ) ,  t o  b e  a n a l y s e d  w a s  m i x e d  1 : 4  v / v  w i t h  4 x  
S a m p l e  S o l u b i l i s a t i o n  B u f f e r  ( S S B )  ( 4 g  S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e ,  2 0 m l  g l y c e r o l ,  
2 m l  ( 3 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 . 0 4 g  B r o m o p h e n o l  b l u e ,  2 4 m l  0 . 2 5 M  T r i s - H C L ,  m a d e  
u p  t o  5 0 r n 1 ,  p H  6 . 8 )  a n d  m a d e  u p  t o  2 0 p l  w i t h  l y s i s  b u f f e r  i n  a  s e a l e d  s c r e w - c a p  
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  h e a t e d  t o  9 4 0 C  f o r  5  m i n .  T h e  
s a m p l e  w a s  t h e n  p l a c e d  o n  i c e  u n t i l  r e a d y  t o  l o a d  o n t o  a  g e l .  
5 . 4 . 2  S D S  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  p r e p a r a t i o n  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  
A n  A t t o  A E - 6 4 5 0  D u a l  M i n i  S l a b  K i t  w a s  u s e d  f o r  a l l  p r o t e i n  e l e c t r o p h o r e s i s  
c a r r i e d  o u t  d u r i n g  t h e  s t u d y .  A l l  g e l  c a s t  p a r t s  w e r e  c l e a n e d  w i t h  e t h a n o l  p r i o r  
t o  u s e .  T h e  g e l  c a s t  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  m a n u f a c t u r e r s  o p e r a t i n g  
~ t m d i o n s .  S t o c k  s o l u t i o n s  o f  4 %  ( s t a c k i n g ) ,  7 %  ( r e s o l v i n g )  a n d  1 2 %  
( r e s o l v i n g )  B i s - A c r y l a m i d e  w e r e  m a d e  u p  a n d  s t o r e d  a t  2 - B ° C  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  4 . 2 . 5 . 5  -  4 . 2 . 5 . 7  
A n  a l i q u o t  o f  t h e  r e s o l v i n g  g e l  s t o c k  s o l u t i o n  ( l o r n 1  p e r  g e l )  w a s  m i x e d  w i t h  
5 0 p 1  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  1 0 %  A m m o n i u m  p e r s u l p h a t e  a n d  1 5 p l  o f  T E M E D ;  t h i s  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
w a s  t h e n  p o u r e d  i n t o  t h e  g e l  c a s t .  A  f e w  d r o p s  of 9 5 %  e t h a n o l  w e r e  t h e n  a d d e d  
t o  r e m o v e  a n y  b u b b l e s ,  t h e  g e l  w a s  t h e n  a l l o w e d  t o  p o l y r n e r i s e  f o r  1 0 - 3 0  m i n .  
W h e n  s e t ,  t h e  u n p o l y m e r i s e d  l i q u i d  w a s  p o u r e d  o f f  a n d  g e l  w a s  w a s h e d  w i t h  
s t a c k i n g  g e l  b u f f e r .  T h e  s t a c k i n g  g e l  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r .  T h i s  
w a s  t h e n  p o u r e d  o n t o  t h e  r e s o l v i n g  g e l ,  t h e  1 2 - w e l l  c o m b  w a s  t h e n  p u t  i n  p l a c e  
a n d  t h e  g e l  w a s  a l l o w e d  t o  p o l y m e r i s e  f o r  1 0 - 3 0  m i n .  T h e  c h a m b e r  w a s  t h e n  
h a l f  f i l l e d  w i t h  r e s e r v o i r  b u f f e r  ( 2 5 m M  T r i s ,  1 9 2 m M  G l y c i n e ,  0 . 1 %  S o d i u m  
d o d e c y l  s u l p h a t e ) .  W h e n  t h e  s t a c k i n g  g e l  p o l y m e r i s e d ,  t h e  c o m b ,  c l i p s  a n d  
c a s k e t  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  g e l  c a s t  w a s  c l i p p e d  i n t o  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  
c h a m b e r .  T h e  c h a m b e r  w a s  t h e n  f i l l e d  w i t h  r e s e r v o i r  b u f f e r  a n d  t h e  l a n e s  
f l u s h e d  o u t  t o  r e m o v e  u n p o l y m e r i s e d  B i s - A c r y l a m i d e .  T h e  l a n e s  w e r e  l o a d e d  
w i t h  2 0  ~ 1  o f  s a m p l e s .  T h e  g e l  w a s  t h e n  r u n  a t  1 7 0 V ,  9 0 m A  a n d  1 5 0 W  u n t i l  t h e  
d y e  f r o n t  h a d  m i g r a t e d  t o  t h e  e n d  of t h e  g e l  ( a p p r o x i m a t e l y  9 0  m i n ) .  
5 . 4 . 3  S e m i - d r y  e l e c t r o  b l o t t i n g  
A n  A t t o  A E - 6 6 7 5  s e m i - d r y  b l o t t i n g  a p p a r a t u s  w a s  u s e d  f o r  a l l  e l e c t r o  b l o t t i n g  
d u r i n g  t h i s  s t u d y .  F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  g e l  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  c a s t  
a n d  t h e  s t a c k i n g  g e l  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  r e s o l v i n g  g e l .  T h e  r e s o l v i n g  g e l  w a s  
t h e n  s o a k e d  i n  s e m i - d r y  t r a n s f e r  b u f f e r  ( 2 5 m M  T r i s ,  1 9 2 m M  g l y c i n e ,  2 0 %  
m e t h a n o l )  f o r  5  m i n .  T w o  s t a c k s  of 8  s h e e t s  of W h a t m a n  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  
w e r e  c u t  t o  e x a c t l y  t h e  s a m e  s i z e  o f  t h e  r e s o l v i n g  g e l  ( a p p .  9 x 6 c m 2 ) .  A  s h e e t  o f  
n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w a s  c u t  t o  t h e  s a m e  s i z e  a s  t h e  r e s o l v i n g  g e l  ( 9 x 6 c m 2 )  
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a n d  s o a k e d  i n  s e m i - d r y  t r a n s f e r  b u f f e r .  T h e  t r a n s f e r  s t a c k  w a s  s e t  u p  a s  f o l l o w s :  
8  s h e e t s  of W h a t r n a n  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e ,  t h e  
r e s o l v i n g  g e l  a n d  f i n a l l y  8  s h e e t s  of W h a t m a n  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r .  A  p e n  
w a s  r o l l e d  o v e r  t h e  s t a c k  t o  r e m o v e  a n y  a i r  b u b b l e s .  T h e  a p p a r a t u s  w a s  t h e n  
c l o s e d  a n d  r u n  a t  1 0 0 V ,  5 0 0 m A ,  1 5 0  W  f o r  1  h o u r .  
5 . 4 . 4  P o n c e a u  S  s t a i n i n g ,  b l o c k i n g  a n d  a n t i b o d y  i n c u b a t i o n s  
W h e n  t h e  t r a n s f e r  w a s  f i n i s h e d  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w a s  r e m o v e d  a n d  
s t a i n e d  i n  P o n c e a u  S  f o r  5  m i n .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  r i n s e d  b r i e f l y  i n  u l t r a  
p u r e  w a t e r  t o  r e m o v e  a n y  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g .  T h e  m e m b r a n e  w a s  p l a c e d  
b e t w e e n  2  a c e t a t e s  a n d  a n  i m a g e  w a s  t a k e n  w i t h  a n  E p s o n  p e r f e c t i o n  1 2 0 0 s  
s c a n n e r .  T h e  i m a g e  w a s  s a v e d  a n d  u s e d  t o  a s s e s s  e q u a l i t y  of p r o t e i n  l o a d i n g  
a n d  t r a n s f e r  a c r o s s  t h e  g e l .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  d e s t a i n e d  i n  l x  P h o s p h a t e  
b u f f e r e d  s a l i n e - T w e e n 2 0  ( l x  P B S - T 2 0 )  ( 1 0 m M  T r i s ,  lOOmM N a C 1 ,  0 . 1 %  T w e e n  
2 0 )  u n t i l  a l l  P o n c e a u  S  s t a i n  w a s  r e m o v e d .  
T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  b l o c k e d  i n  5 %  s k i m m e d  m i l k  f o r  3 0 - 6 0  m i n  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  o n  a n  o r b i t a l  s h a k e r .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  
f o r  1 5  m i n  i n  P B S T 2 0 .  T h e  p r i m a r y  a n t i b o d y  w a s  d i l u t e d  i n  a  2 . 5 %  s k i m m e d  
m i l k  s o l u t i o n  ( f o r  a - a c t i n  1 : 2 0 0 0 ,  c a l p o n i n ,  m y o s i n  1 : 5 0 0 ) .  T h e  d i l u t i o n  f a c t o r  f o r  
e a c h  a n t i b o d y  w a s  d e t e r m i n e d  e m p i r i c a l l y .  T h e  m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  i n  
p r i m a r y  a n t i b o d y  o v e r n i g h t  a t  4 D C  o n  a n  o r b i t a l  s h a k e r .  
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T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  w a s h e d  3  t i m e s  f o r  1 0  m i n  i n  l x  P B S - T w e e n  2 0 .  T h e  
s e c o n d a r y  a n t i b o d y  w a s  d i l u t e d  i n  a  2 . 5 %  s k i m m e d  m i l k  s o l u t i o n .  T h e  
m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  i n  a n  a p p r o p r i a t e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  ( c o n j u g a t e d  t o  
h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t e ,  1 : 1 0 0 0  f o r  c a l p o n i n ,  m y o s i n  o r  
1 : 2 0 0 0  f o r  a - a c t i n )  f o r  3 - 4  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o n  a n  o r b i t a l  s h a k e r .  T h e  
m e m b r a n e  w a s  t h e n  w a s h e d  3  t i m e s  f o r  1 0  m i n  i n  1 X  P B S T 2 0 .  E x c e s s  w a s h  
b u f f e r  w a s  d r a i n e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e  b y  h o l d i n g  g e n t l y  i n  a  f o r c e p s  a n d  
t o u c h i n g  t h e  e d g e  a g a i n s t  a  t i s s u e .  
5 . 4 . 5  D e t e c t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  b l o t  
S u p e r s i g n a l  w e s t  p i c o  c h e m i l u m e s c e n t  s u b s t r a t e  ( P i e r c e )  o r  B C I P I N B T  c o l o u r  
s u b s t r a t e  ( S i g m a )  w e r e  t h e  d e t e c t i o n  r e a g e n t s  u s e d  t o  d e v e l o p  W e s t e r n  b l o t s  
c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  s t u d y .  T h e  d e t e c t i o n  r e a g e n t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s t o r a g e  a t  
2-8OC a n d  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  o p e n i n g .  A n  e q u a l  
v o l u m e  o f  r e a g e n t  A  w a s  m i x e d  w i t h  r e a g e n t ,  u s u a l l y  a  t o t a l  of l m l  f o r  o n e  
m e m b r a n e .  T h e  m e m b r a n e  w a s  p l a c e d ,  p r o t e i n  s i d e  u p ,  o n  t h e  a c e t a t e  a n d  t h e  
d e t e c t i o n  r e a g e n t  p l a c e d  o n  t o p  e n s u r i n g  t h e  w h o l e  m e m b r a n e  w a s  c o v e r e d .  A  
s e c o n d  a c e t a t e  w a s  t h e n  p l a c e d  o n  t o p .  T h e  m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  5  m i n  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  e x c e s s  d e t e c t i o n  r e a g e n t  w a s  t h e n  d r a i n e d  o f f  b y  
h o l d i n g  g e n t l y  i n  a  f o r c e p s  a n d  t o u c h i n g  t h e  e d g e  a g a i n s t  a  t i s s u e .  T h e  b l o t  w a s  
p l a c e d  o n t o  a  f r e s h  p i e c e  of c l i n g  f i l m  a n d  w r a p p e d  u p ;  a n y  a i r  b u b b l e s  w e r e  
g e n t l y  r e m o v e d .  
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I n  t h e  d a r k  r o o m ,  t h e  w r a p p e d  b l o t  w a s  p l a c e d ,  p r o t e i n  s i d e  u p  i n  a n  x - r a y  f i l m  
c a s s e t t e .  A  s h e e t  o f  A m e r s h a m  H y p e r f i l m  E C L  a u t o r a d i o g r a p h y  f i l m  w a s  
p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  m e m b r a n e ,  t h e  c a s s e t t e  w a s  c l o s e d  a n d  t h e  f i l m  w a s  
e x p o s e d  f o r  b e t w e e n  1 0  s e c o n d s  a n d  5  m i n  d e p e n d i n g  o n  t h e  a n t i b o d y .  T h e  f i l m  
w a s  t h e n  d e v e l o p e d  i n  a n  A m e r s h a m  h y p e r p r o c e s s o r  a u t o m a t i c  d e v e l o p e r  a n d  
r e s u l t s  s c a n n e d  o r  p h o t o g r a p h e d .  T h e  d e n s i t y  of e a c h  b a n d  w a s  d e t e r m i n e d  
u s i n g  N I H  i m a g e  s o f t w a r e .  
5 . 4 . 6  D o t  b l o t  a n a l y s i s  
A  d o t  b l o t  a n a l y s i s  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  
r e q u i r e d  t o  p i c k  u p  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n d  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d i e s  p r i o r  t o  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s .  F i l t e r  p a p e r  a n d  n i t r o c e l l u l o s e  
m e m b r a n e  w e r e  h y d r a t e d  a n d  b l o c k e d  a s  f o r  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s .  U s i n g  t h e  
d o t  b l o t  a p p a r a t u s ,  1 0  p g  of p r o t e i n  f r o m  c e l l  l y s a t e  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  a n d  
d i l u t i o n s  o f  1 : 1 0 0 ,  1 : 3 0 0 ,  1 5 0 0 ,  1 : 7 0 0 ,  1 : 1 0 0 0  o f  p r i m a r y  a n t i b o d i e s  w e r e  u s e d .  
T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  , p r o b e d  w i t h  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  a n d  
i m m u n o d e t e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 .  
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5 . 5  R e a l  T i m e  P C R  a n a l y s i s  
5 . 5 . 1  ~ r e ~ a r a t i d n  o f  t d t i i l  R N A  f r o &  H V S M C ' s  
T o t a l  R N A  w a s  i s o l a t e d  f r o m  c e l l s  u s i n g  T r i z o l B  r e a g e n t  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m a n u f a c t u r e r ' s  s p e c i f i c a t i o n .  G r o w t h  m e d i a  w a s  r e m o v e d  f r o m  c e l l s  a n d  c e l l s  
w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  H B S S .  C e l l s  w e r e  t h e n  l y s e d  b y  a d d i n g  T r i z o l  r e a g e n t  
d i r e c t l y  t o  t h e  f l a s k .  T h e  l y s a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  F a l c o n  t u b e  a n d  i n c u b a t e d  
f o r  1 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  p e r m i t  t h e  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n  o f  
n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s .  S u b s e q u e n t l y ,  c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  a n d  t h e  t u b e  
w a s  s h a k e n  v i g o r o u s l y  f o r  1 5  s e c o n d s  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 . 0 0 0  x  g  f o r  1 5  
m i n  a t  4OC. T h e  r e s u l t i n g  a q u e o u s  p h a s e  w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a  f r e s h  t u b e  
a n d  i s o p r o p a n o l  w a s  a d d e d  i n  o r d e r  t o  p r e c i p i t a t e  R N A .  T h e  s a m p l e  w a s  
i n c u b a t e d  f o r  1 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 . 0 0 0  x  g  f o r  1 0  
r n i n  a t  4OC. T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t h e n  r e m o v e d  a n d  a  g e l  -  l i k e  p e l l e t  o f  R N A  
w a s  w a s h e d  w i t h  7 5 %  e t h a n o l .  T h e  s a m p l e  w a s  c e n t r i f u g e d  a g a i n  a t  n o  m o r e  
t h a n  7 . 5 0 0  x  g  f o r  5  m i n  a t  4OC. T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  w a s  
a i r - d r i e d .  D r y  R N A  w a s  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  5 0 ~ 1  of R N A s e  f r e e  
w a t e r .  A l l  t o t a l  R N A  p r e p a r a t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C .  
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5 . 5 . 2  Q u a n t i t a t i o n  o f  t o t a l  R N A  i n  s a m p l e .  
Q u a n t i t a t i o n  of t o t a l  R N A  i n  a  s a m p l e  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  a b s o r p t i o n  
s p e c t r o s c o p y .  T h e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  s a m p l e  w a s  m e a s u r e d  a t  s e v e r a l  d i f f e r e n t  
w a v e l e n g t h s  t o  a s s e s s  i t s  p u r i t y  a n d  c o n c e n t r a t i o n .  B y  m e a s u r i n g  a b s o r b a n c e  a t  
2 8 0  n m  a n d  2 6 0  n m ,  p u r i t y  w a s  e s t i m a t e d  u s i n g  t h e  A z 6 0 / A 2 a o r a t i o .  A  r a t i o  o f  1 . 9  
-  2 . 0  w a s  i n d i c a t i v e  o f  a  h i g h l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  of R N A .  A  r a t i o n  l o w e r  
t h a n  t h i s  i n d i c a t e d  p o s s i b l e  p r o t e i n  c o n t a m i n a t i o n .  A b s o r b a n c e  c a r r i e d  o u t  a t  
2 3 0  n m  r e f l e c t e d  c o n t a m i n a t i o n  b y  p h e n o l ,  w h i l e  a b s o r b a n c e  a t  3 2 5  n m  
i n d i c a t e d  c o n t a m i n a t i o n  b y  a  d i r t y  c u v e t t e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  of R N A  i n  t h e  
s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  A260 r e a d i n g  a s  f o l l o w s :  
C o n c e n t r a t i o n  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  R N A  p g /  pl =  
A 6 0  x  D i l u t i o n  f a c t o r  x  4 0  
1 0 0 0  
A l l  s a m p l e  w e r e  t e s t e d  i n  t r i p l i c a t e .  
5 . 5 . 3  D e s i g n  o f  P C R  p r i m e r s  
A  w e b  b a s e d  p r o g r a m  c a l l e d  " M u l t i a l i g n "  w a s  u s e d  t o  d e s i g n  t h e  p r i m e r  s e t s  
f o r  a - a c t i n  a n d  G A P D H .  T h i s  p r o g r a m  a l l o w s  a l i g n m e n t  of s e q u e n c e s  f r o m  a  
n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  s p e c i e s  s o  p r i m e r s  c a n  b e  d e s i g n e d  f r o m  h i g h l y  c o n s e r v e d  
a r e a s .  P r i m e r s  w e r e  d e s i g n e d  w i t h  -  5 0 %  G C  c o n t e n t  a n d  t h e  a n n e a l i n g  
t e m p e r a t u r e  f o r  a - a c t i n  w a s  s e t  a t  6 0  O C .  
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a - a c t i n  p r i m e r  s e t ,  f r o m  h u m a n  s e q u e n c e  
F o r w a r d  p r i m e r  5 '  -  a t c  t g g  c a c  c a c  t c t  t t c  t a  -  3' 
R e v e r s e  p r i m e r  5 '  -  g t a  c g t  c c a  g a g  g c a  t a g  a g  -  3 '  
T h i s  p r i m e r  s e t  g e n e r a t e d  f r a g m e n t  s i z e  of 2 0 0  b a s e  p a r e  ( b p )  
c a l p o n i n  p r i m e r  s e t ,  f r o m  h u m a n  s e q u e n c e  
F o r w a r d  p r i m e r  5 '  -  c c a  a c c  a t a  c a c  a g g  t g c  a g  -  3 '  
R e v e r s e  p r i m e r  5 '  -  a t c  t c a  c t c  c c a  c g t  t c a  c c  -  3 '  
T h i s  p r i m e r  s e t  g e n e r a t e d  f r a g m e n t  s i z e  of 2 1 3  b a s e  p a r e  ( b p )  
m y o s i n  p r i m e r  s e t ,  f r o m  h u m a n  s e q u e n c e  
F o r w a r d  p r i m e r  5 '  -  t g c  a a c  t t g  a g a  a g g  t c a  c g  -  3 '  
R e v e r s e  p r i m e r  5 '  -  t c t  t t a  g c c  g c a  c t t  c c a  g t  -  3 '  
T h i s  p r i m e r  s e t  g e n e r a t e d  f r a g m e n t  s i z e  of 2 2 8  b a s e  p a r e  ( b p )  
s m o o t h e l i n  p r i m e r  s e t ,  f r o m  h u m a n  s e q u e n c e  
F o r w a r d  p r i m e r  5 '  -  c g a  g t g  a a c  a a a  g c a  c c a  g a  -  3 '  
R e v e r s e  p r i m e r  5 '  -  t g c  t d  g a t  c c a  g c a  t c t  t g  -  3 '  
T h i s  p r i m e r  s e t  g e n e r a t e d  f r a g m e n t  s i z e  of 4 7 4  b a s e  p a r e  ( b p )  
G A P D H  p r i m e r  s e t ,  f r o m  r a t  s e q u e n c e  
F o r w a r d  p r i m e r  5 '  -  t c c  t g c  a c c  a c c  a a c  t g c  t t  -  3' 
R e v e r s e  p r i m e r  5 '  -  t g c  t t c  a c c  a c c  t t c  t t g  a t  -  3 '  
T h i s  p r i m e r  s e t  g e n e r a t e d  f r a g m e n t  s i z e  o f  3 5 0  b a s e  p a r e  ( b p )  
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5 . 5 . 4  Q u a n t i t a t i v e  R e a l  T i m e  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  
( Q R T P C R )  
5 . 5 . 4 . 1  R e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
R e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  P r o m e g a  M u r i n e  L e u k e m i a  V i r u s  
R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e  ( M L V  R T )  a s  f o l l o w .  T h e  i n i t i a l  a m o u n t  o f  R N A  u s e d  f o r  
e a c h  p r i m e r  s e t  w a s  d e t e r m i n e d  e m p i r i c a l l y  t o  e n s u r e  a  s e m i  q u a n t i t a t i v e  
a n a l y s i s .  1  p g  o f  R N A  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a n  R n a s e  f r e e  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e .  
S u b s e q u e n t l y ,  1  p g  of P r o m e g a  O l i g o  d T  p r i m e r  w a s  a d d e d .  T h e  v o l u m e  w a s  
t h e n  m a d e  u p  t o  1 5  p l  w i t h  R n a s e  f r e e  w a t e r .  T h e  t u b e  w a s  h e a t e d  t o  7 0 ° C  f o r  5  
m i n  t o  m e l t  a  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  w i t h i n  t h e  t e m p l a t e .  T h e  t u b e  w a s  c o o l e d  
i m m e d i a t e l y  o n  i c e  t o  p r e v e n t  a  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  f r o m  r e f o r m i n g .  T h e  
f o l l o w i n g  c o m p o n e n t s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  a n n e a l e d  p r i m e r l t e m p l a t e  i n  t h i s  
o r d e r  a n d  m a d e  u p  t o  a  t o t a l  of 2 5  p l  w i t h  R n a s e  f r e e  w a t e r :  
M L V  5 x  R e a c t i o n  b u f f e r  5  p l  
d A T P ,  1 0  m M  1 . 2 5  p1 
d C T P ,  1 0  m M  1 . 2 5  pJ 
d G T P ,  1 0  m M  1 . 2 5  p l  
d T T P ,  1 0  m M  1 . 2 5  p l  
M L V - R T  2 0 0  u n i t s  
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T h e  c o m p o n e n t s  w e r e  g e n t l y  m i x e d  i n  t h e  t u b e  a n d  s p u n  d o w n  f o r  a  f e w  
s e c o n d s .  T h e  m i x  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  6 0  m i n  a t  4 2 O C .  1  p l  of R N a s e  H  ( 2  
u n i t s / p l ) .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  m i x  w a s  i n c u b a t e d  f o r  20 m i n  a t  3 7 O C .  A  n e g a t i v e  
c o n t r o l  w a s  a l s o  c a r r i e d  o u t .  T h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  l a c k e d  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
a n d  n o  a m p l i f i c a t i o n  b y  RT P C R  w a s  p o s s i b l e .  A l l  RT s a m p l e s  ( c D N A )  w e r e  
s t o r e d  a t  8 0 ° C .  
5 . 5 . 4 . 2  R e a l  T i m e  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  
Q u a n t i t a t i v e  R e a l  T i m e  P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  
R o t o r  G e n e  ( R G - 3 0 0 0 ,  C o r v e t t  R e s e a r c h ,  A u s t r a l i a )  a n d  t h e  S Y B R G r e e n  P C R  k i t  
( Q i a g e n )  a s  d e s c r i b e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r .  P C R  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  p r i m e r s  
l i s t e d  i n  s e c t i o n  5 . 5 . 3  
5 . 6  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  
C e l l s  w e r e  s e e d e d  o n  6 - w e l l  p l a t e s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 1 . 2  u n t i l  t h e y  
r e a c h e d  9 0 - 1 0 0 %  c o n f l u e n c e .  T h e n  c e l l s  w e r e  p e r m e a b i l i z e d  a n d  f i x e d  w i t h  
m e t h a n o l  ( - 2 0 ° C )  f o r  1 0  m i n .  T h e  c e l l s  w e r e  r e h y d r a t e d  w i t h  P B S  c o n t a i n i n g  3 %  
B S A  f o r  1 0  m i n .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  s p e c i f i c  a n t i s e r a  d i l u t e d  i n  P B S  
c o n t a i n i n g  3 %  B S A  ( a n t i - a  a c t i n  1 : 5 0 0 ,  A l e x a  F l u o r  c o n j u g a t e ,  M o l e c u l a r  P r o b e s ;  
c a l p o n i n ,  m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n  1 : 5 0 ,  S i g m a )  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  T h e  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  f i v e  t i m e s  i n  P B S ,  b e f o r e  t h e y  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i -  
m o u s e  I g G  ( M o l e c u l a r  P r o b e s )  f o r  2  h o u r s  a t  37OC i n  a  h u m i d i f i e d  c h a m b e r .  
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C e l l s  w e r e  w a s h e d  3  t i m e s  i n  P B S  b e f o r e  w e l l s  w e r e  m o u n t e d  a n d  v i s u a l i z e d  
u s i n g  a n  O l y m p u s  m i c r o s c o p e  f i t t e d  w i t h  a  2 0 X  a n d  4 0 X  o b j e c t i v e  l e n s .  I m a g e s  
w e r e  r e c o r d e d  u s i n g  " S t u d i o  L i f e "  s o f t w a r e .  
5 . 7  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  m e a s u r e m e n t  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  e x a m i n e d  b y  c e l l  c o u n t i n g  a n d  d e t e r m i n i n g  p r o l i f e r a t i n g  
c e l l  n u c l e a r  a n t i g e n  e x p r e s s i o n  u s i n g  W e s t e r n  b l o t .  
T r a n s i e n t  t r a s f e c t i o n  of H V S M C  w i t h  N o t c h  1  o r  3  I C  a n d  m o c k  c o n t r o l s  w a s  
p e r f o r m e d  o n  6 - w e l l  p l a t e s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 3 .  C e l l s  w e r e  t h e n  
a s e p t i c a l l y  r e m o v e d  f r o m  o n e  w e l l  o n  d a y  o n e  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  1  m l  o f  R P M I  m e d i a .  6 - w e l l  p l a t e  w a s  t h e n  p u t  b a c k  t o  t h e  
i n c u b a t o r .  C e I l s  f r o m  o n e  w e l l  w e r e  t h e n  c o u n t e d  u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e  b y  
u s i n g  h e m o c y t o m e t e r .  T h e  c o u n t i n g  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  u n t i l  d a y  f i v e  a f t e r  
t r a n s f e c t i o n .  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  a l s o  e x a m i n e d  b y  d e t e r m i n a t i o n  of p r o l i f e r a t i n g  c e l l  
n u c l e a r  a n t i g e n  ( p C N A )  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  c o n s t i t u t i v e l y  
a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  u s i n g  W e s t e r n  b l o t .  
R E S U L T S  
R E S U L T S  
C h a p t e r  6 .  
R o l e  o f  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  i n  
D i f f e r e n t i a t i o n  o f  V S M C  
T h e  e f f e c t  of t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  o n  d i f f e r e n t i a t i o n  of h u m a n  V S M C ' s  
i s  r e p o r t e d  i n  t h i s  s e c t i o n .  T h e  p r e t e x t  f o r  t h i s  s t u d y  h a s  b e e n  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  
3 . 2 .  B r i e f l y ,  a  n u m b e r  of s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  
i n f l u e n c e s  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  f a t e ,  t h r o u g h  i n c r e a s i n g  o r  d e c r e a s i n g  t h e i r  
d i f f e r e n t i a t i o n ,  p r o l i f e r a t i o n ,  m i g r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  [ 3 , 3 4 , 5 4 , 5 5 , 9 5 , 1 0 1 , 1 1 6 ] .  
T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  d e s i g n e d  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  
p a t h w a y  o n  H V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n .  B o t h  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  a n d  m R N A  l e v e l s  
o f  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  w e r e  m o n i t o r e d  i n  c e l l s  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  w i t h  
N o t c h  s i g n a l i n g  c o m p o n e n t s  a n d  N o t c h  i n h i b i t o r s  ( R P M S l ,  E D 4 )  a s  w e l l  a s  
t r e a t m e n t  w i t h  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s  of N o t c h  ( B r e f e l d i n  A ) .  
I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  u s  [ 3 4 ]  a n d  o t h e r s  [ 9 5 , 1 0 1 ]  t h a t  N o t c h - i n d u c e d  c h a n g e s  
i n  V S M C  f a t e  m a y  b e  v i a  a  C B F - 1  d e p e n d e n t  p a t h w a y .  I n  s u p p o r t  of t h i s  n o t i o n ,  
s e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  u t i l i t y  of o v e r - e x p r e s s i n g  a  d o m i n a n t  
n e g a t i v e  C B F - 1  ( a s s o c i a t e s  w i t h  N o t c h  I C  b u t  l a c k s  D N A  b i n d i n g )  i n  t h e  c o n t e x t  
o f  N o t c h  I C  e x p r e s s i o n  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  N o t c h - c e l l u l a r  e v e n t s  o c c u r  v i a  a  
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C B F - 1  d e p e n d e n t  o r  i n d e p e n d e n t  p a t h w a y  1 9 ,  1 0 ,  111. T h e  e x p e r i m e n t s  
d e m o n s t r a t i n g  t h a t  b o t h  N o t c h  1  a n d  3  I C  s i g n a l  v i a  a  C B F - 1  d e p e n d e n t  
p a t h w a y  i n  VSMC h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  b y  o u r  l a b  p r e v i o u s l y  [ 3 4 ] .  
6 . 1  V a l i d a t i o n  o f  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  I C  i n  
H V S M C ' s  
T h i s  s t u d y  w a s  i n i t i a t e d  b y  s h o w i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  
r e c e p t o r s  i n  h u m a n  V S M C  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  s t u d i e s  t o  v a l i d a t e  t h e  o v e r -  
e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  i n  H V S M C ' s  b y  u s i n g  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  
I m m u n o c y t o c h e r n i s t r y .  T h e r e f o r e ,  c e i l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  I C  o r  
N o t c h 3  I C  o r  m o c k  v e c t o r  a n d  p G K - p u r o  v e c t o r  e n c o d i n g  p u r o m y c i n  r e s i s t a n c e  
a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 3 .  C e l l s  w e r e  t h e n  s e l e c t e d  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  o f  c e l l s  
w i t h  0 . 8  m g l m l  p u r o m y c i n  f o r  2 4  h .  A t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  p u r o m y c i n ,  a r o u n d  
7 0 - 8 0 %  o f  c e l l s  t h a t  s u r v i v e d  w e r e  t r a n s f e c t e d .  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  r e c e p t o r s  i n  H V S M C ' s  a s  
i n d i c a t e d  i n  F i g .  1 0  a n d  1 1 .  T h e  p r e d o m i n a n t  f o r m  o f  t h e  r e c e p t o r  w a s  t h e  I C  
f r a c t i o n  ( - 9 0  k D a )  a s  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  t h e  I C  f r a c t i o n  o f  N o t c h  w e r e  
e m p l o y e d .  T h e  a c c u r a c y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  w a s  c o n f i r m e d  b y  c o m p e t i t i n g  w i t h  
p e p t i d e s  s e l e c t i v e  f o r  N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  r e c e p t o r s ,  r e s p e c t i v e l y  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  T h e  e x p r e s s i o n  of b o t h  r e c e p t o r s  w a s  e n h a n c e d  a t  p r o t e i n  l e v e l  
f o l l o w i n g  t r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n  w i t h  N o t c h  1  I C  a n d  3  I C  w h e n  c o m p a r e d  t o  
m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( 6 0 %  a n d  4 0 %  i n c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  r e c e p t o r s ) .  
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T o  c o d i m  t h e  p r e s e n c e  o f  N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  1C i n  H V S M C ' s ,  
i m m u n o c y t o c h e m i c a T  s t a i n i n g  w a s  c a r r i e d  u s i n g  a n t i - N o t c h  1  a n d  3  ' I C  
a n t i b o d i e s ,  w h i c h  s t a i n e d  b o t h  n a t i v e  a n d  
t r a n s f e c t e d  N o t c h  I  a n d  3  I C  
r e c e p t o r s  w i t h i n  t h e  c e l l  ( F i g .  1 2  a n d  1 3 ) .  
In a d d i t i o n ,  a n t i - H A  a n t i l o d i e s  s p e c i f i c  f o r  b o t h  N o t c h  1  a n d  3  I C  p r o t e i n s  w e r e  
u s e d  i n  i m r n u n c y t o o c h e m i c a l  s t a i n i n g  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x a c t  l o c a t i o n  
o f  t r a n s i e n t l y  t r a n s f e c t e d  N o t e h  1  a n d  3  I C  i n  t h e  c e l l .  A n t i - H A  a n t i b o d y  b i n d s  
o n l y  t o  t r a n s i e n t l y  t r a n s f e c t e d  N o t c h  1  a n d  3  I C  t a g g e d  p l a s m i d s  i n  t h e s e  c e l l s .  
T h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e d  p r e d o m i n a n t  c y t o p l a s m a t i c  l o c a l i z a t i o n  o f  N o t &  I C  
d o m a i n  i n  t h e  c e l l  ( F i g .  1 4 ) .  
T h e  w h o l e  c e l l  E y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  
a n d  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  in s e c t i o n  5 . 4  
l m r n v n o c g t o c h e m i s t r y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 .  
T h e  r e s u l t s  a r e  a s  f o l l o w s :  
R E S U L T S  
6 . 1 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s .  
1 8 0  1  N o t c h  I  I C  
M o c k  
M O C K  N 1  
F i g .  1 0  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  1  I C  r e c e p t o r  
e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  N o t c h 1  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( N 1 )  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s  
( c o n t r o l  c e l l s ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  e a c h  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  
s t a i n .  D a t a  a r e  m e a n s  f  S E M  o f  2  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
N o t c h  3  IC 
M o c k  
F i g .  1 1  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  3  I C  r e c e p t o r  
e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  N o t c h 3  I C  t r a n s f e d e d  c e l l s  ( N 3 )  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s  
( c o n t r o l  c e l l s ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  e a c h  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  
s t a i n .  D a t a  a r e  m e a n s  f  S E M  o f  2  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
-  9 0  k D a  
$ .  q$ 
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R E S U L T S  
6 . 1 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g  w i t h  a n t i - N 1  a n d  N 3  
a n t i b o d i e s .  
N o t c h  1  I C  
F i g .  1 2  I m m u n o f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  N o t c h  1  I C  i n  m o c k  a n d  N o t c h  1  I C  ( N l )  
t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  
a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a t  l e a s t  3  i n d i v i d u a l  
e x p e r i m e n t s .  
N o t c h  3  I C  
F i g .  1 3  I m m u n o f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  N o t c h  3  I C  i n  m o c k  a n d  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  
t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  
F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  l e a s t  
3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 1 . 3  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  u s i n g  a n t i - H A  a n t i b o d y .  
N o t c h  1 I C  
N o t c h  3 1 C  
F i g .  1 4  I m r n u n o f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  N o t c h  1  a n d  3  I C  i n  m o c k  a n d  N o t c h  1  I C  
( N l )  a n d  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s  u s i n g  a n t i - H A  a n t i b o d y .  A n t i b o d y  b i n d s  o n l y  
t r a n s f e c t e d  N o t c h  I C  i n  c e l l s ,  t h e r e f o r e  n o  s t a i n i n g  i s  o b s e r v e d  i n  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h i s  
e x p e r i m e n t  d e m o n s t r a t i n g  p r e d o m i n a n t  c y t o p l a s m a t i c  l o c a l i z a t i o n  o f  t r a n s f e c t e d  N o t c h  1  a n d  3  
I C  i n  t h e  c e l l .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i -  
m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a t  l e a s t  2  i n d i v i d u a l  
e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 2  V a l i d a t i o n  o f  E x p r e s s i o n  o f  D i f f e r e n t i a t i o n  M a r k e r s  i n  
V S M C .  
D u r i n g  d e v e l o p m e n t  t h e  c e l l s  a c q u i r e  a  r e p e r t o i r e  of p r o t e i n s ,  w h i c h  m a y  
r e f l e c t  t h e i r  f u n c t i o n a l  s t a t e .  S e v e r a l  p r o t e i n s  w e r e  d e s c r i b e d  a s  s p e c i f i c  m a r k e r s  
o f  S M C ' s  l i k e  f o r  i n s t a n c e :  S m o o t h  M u s c l e  a -  A c t i n  ( S M  a  A ) ,  S m o o t h  M u s c l e  
M y o s i n  H e a v y  C h a i n  ( S M M H C ) ,  b a s i c  C a l p o n i n  a n d  S m o o t h e l i n .  
A  b a s a l  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  of a - a c t i n ,  c d p o n i n  a n d  m y o s i n  i n  H V S M C  w a s  
a s s e s s e d  i n  t h i s  s e c t i o n  b y  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g .  a - A c t i n  a n d  c a l p o n i n  w e r e  a b u n d a n t l y  e x p r e s s e d  i n  H V S M C ,  w h i l e  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  m y o s i n  w a s  m u c h  l e s s  i n t e n s i v e  i n  t h e s e  c e l l s  a s  m o n i t o r e d  b y  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  ( F i g .  1 5 ) .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s .  T h e  p r e s e n c e  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  f u r t h e r  
c o n f i r m e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  ( F i g .  1 6 )  a n d  Q R T P C R  a n a l y s i s  ( F i g  
1 7 - 2 0 )  
T h e  w h o l e  c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  
a n d  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 .  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 . ,  m R N A  a n d  
Q R T P C R  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 5  
T h e  r e s u l t s  a r e  a s  f o l l o w s :  
R E S U L T S  
6 . 2 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
C a l p o n i n  
3 4  k D a  
.  .  
M y o s i n  
F i g .  1 5  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h s  d i s p l a y i n g  S m o o t h  m u s c l e  a - a c t i n ,  b a s i c  c a l p o n i n  a n d  
S m o o t h  m u s c l e  m y o s i n  h e a v y  c h a i n  i n  H V S M C ' s .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  
s t a i n i n g  e a c h  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a t  
l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 2 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g .  
F i g .  1 6  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  s t a t i c  H V S M C ' s :  S m o o t h  M u s c l e  a - A c t i n ,  b a s i c  
C a l p o n i n ,  S m o o t h  M u s c l e  H e a v y  C h a i n  M y o s i n  a n d  S m o o t h e l i n .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  
s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  
p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 2 . 3  Q R T P C R  a n a l y s i s .  
i 7  R e p r e s e n t a t i v e  .@@I & o w  m R N A  l e v e l  o f  a - a c t i n  k  W S .  R e s u l t s  w m  
n m  b y  q ~ ~  s f  G A E ' D 3 . I .  D a t a  p L e s w t e d  i s  r e p x s e n l a t i ~ e  d  2  InWd 
Pig. 20 Rep=ta#e graph b w s  mlNA h e 1  of -35- in W W C .  Results were 
rtor~taliaed by ampIi6caf3m of GAPDIz Data! p m t e d  b repranbWe of 2 individual 
R E S U L T S  
6 . 3  E n d o g e n o u s  N o t c h  i n d u c e s  c h a n g e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  
e x p r e s s i o n .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  ( N S P )  o n  h u m a n  
V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n ,  t h e  l e v e l s  of V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  w e r e  
a n a l y s e d  a n d  c o m p a r e d  f o l l o w i n g  b o t h  i n h i b i t i o n  o f  t h e  N S P  w i t h  R P M S - 1  a n d  
o v e r  e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  I C ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  w h o l e  c e l l  
l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  a n d  W e s t e r n  
b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 .  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  
w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 .  m R N A  a n d  Q R T P C R  w a s  c a r r i e d  
o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5.5 
T h e  r e s u l t s  a r e  a s  f o l l o w :  
E x p r e s s i o n  o f  t h e  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  e n c o d e d  g e n e  p r o d u c t  ( R P M S - I ) ,  w h i c h  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  N o t c h  I C  b y  s p e c i f i c a l l y  
b i n d i n g  t o  C B F - 1 ,  w a s  u s e d  t o  i n h i b i t  C B F - 1  d e p e n d e n t  N o t c h  s i g n a l l i n g .  
W e s t e r n  b l o t s  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  u p - r e g u l a t i o n  o f  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  
m a r k e r s  i n  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  R P M S - 1  t o  i n h i b i t  N o t c h  1  a n d  3  I C  C B F - 1  
d e p e n d e n t  g e n e  e x p r e s s i o n ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( F i g  2 1 ,  
2 2 ,  2 3 ) .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o n f i r m e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  t h e s e  
c e l l s .  N a m e l y ,  t h e r e  w a s  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n  
R E S U L T S  
s t a i n i n g  i n  c e l l s  t h a t  e x p r e s s e d  R P M S - 1  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  c o n t r o l s  ( F i g  
2 4 ,  2 5  a n d  2 6 ) .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s .  
H o w e v e r ,  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  r e v e a l e d  i n c r e a s e d  s m o o t h e l i n  
s t a i n i n g  i n  R P M S - I  t r a n s f e c t e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( F i g  
2 7 ) .  T h e  u p - r e g u l a t i o n  o f  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  f o l l o w i n g  C B F - 1 / R P B -  
J k  i n h i b i t i o n  w i t h  R P M S - 1  w a s  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  m e a s u r i n g  m R N A  l e v e l s  
f o r  a - a c t i n  u s i n g  Q R T P C R .  T h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  a - a c t i n  m R N A  l e v e l s  i n  
c e l l s  e x p r e s s i n g  R P M S - 1  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  c o n t r o l s  ( F i g  2 8 ) .  T a k e n  
t o g e t h e r ,  t h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  e n d o g e n o u s  N o t c h  C B F - 1 / R B P - J k  
s i g n a l l i n g  w i t h  R P M S - I  r e s u l t s  i n  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  
m a r k e r s ,  a - a c t i n ,  m y o s i n ,  c a l p o n i n  a n d  s m o o t h e l i n .  
R E S U L T S  
6 . 3 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
M o c k  
R P M S  
M o c k  R P M S - 1  
F i g .  2 1  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  5 0 %  i n c r e a s e  of a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
i n  R P M S l  t r a n s f e d e d  H V S M C s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - h t m s f e c t e d  c e l l s .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  
l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
C a l p o n i n  
M o c k  
R P M S  
M o c k  R P M S - 1  
F i g .  2 2  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  3 4 %  i n c r e a s e  o f  c a l p o n i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  R P M S l  t r a n s f e c t e d  W S M C s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  E q u a l  
p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
M o c k  
M y o s i n  -  
-  
R P M S  
M o c k  
F i g .  2 3  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  M ) %  i n c r e a s e  of m y o s i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  R P M S I  t r a n s f e c t e d  H V S M C s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  E q u a l  
p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i n n e d  b y  s t a i r t i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 3 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  
F i g .  2 4 .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  a - a c t i n  i n  m o c k  a n d  R P M S - 1  t r a n s f e c t e d  
c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  
a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
C a l p o n i n  
F i g .  2 5 .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  of H V S M C ' s :  c a l p o n i n  i n  m o c k  a n d  R P M S l  t r a n s f e c t e d  
c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  
a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
I  
R E S U L T S  
M y o s i n  
F i g .  2 6  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  ( p a s s a g e  1 2 ) :  m y o s i n  i n  m o c k  a n d  R P M S - 1  
t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  
a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a t  l e a s t  3  i n d i v i d u a l  
e x p e r i m e n t s .  
S m o o t h e l i n  
F i g .  2 7  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  ( p a s s a g e  1 2 ) :  s m o o t h e l i n  i n  m o c k  a n d  
R P M S - 1  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  
F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a t  l e a s t  3  
i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 3 . 3  Q R T P C R  a n a l y s i s  
M o c k  
R P M S  
F i g .  2 8  R e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  s h o w s  3 5 %  i n c r e a s e  i n  a - a c t i n  r n R N A  i n  R P M S - 1  t r a n s f e c t e d  c e l l s  
a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  R e s u l t s  w e r e  n o r m a l i z e d  b y  a m p l i f i c a t i o n  o f  G A P D H .  
R E S U L T S  
6 . 4  O v e r e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  I C  i n h i b i t s  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  
H V S M C ' s  
T o  f u r t h e r  c o n f i r m  t h a t  t h e  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  i n h i b i t s  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  
h u m a n  V S M C ,  t r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  w i t h  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  
N o t c h  1  o r  3  I C  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  t h e  i n f l u e n c e  of o v e r - e x p r e s s i o n  o f  
N o t c h  1  I C  a n d  N o t c h  3  I C  o n  h u m a n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  C e l l s  w e r e  a l s o  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  w i t h  p G K - p u r o  v e c t o r  a n d  
p u r o m y c i n  s e l e c t e d  f o r  2 4  h r s .  O v e r  e x p r e s s i o n  of N o t c h  1  a n d  3  I C  w a s  
c o n f i r m e d  b y  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  6 . 1 . 1 .  T h e  w h o l e  c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  a n d  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  5 . 4 .  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 .  
m R N A  a n d  Q R T P C R  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 5  
T h e  r e s u l t s  a r e  a s  f o l l o w s :  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  d o w n - r e g u l a t i o n  of d i f f e r e n t i a t i o n  
m a r k e r s  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  c o n t r o l s .  
T h e r e  w a s  a  4 3 %  a n d  4 2 %  d e c r e a s e  o f  a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  I C  
a n d  N o t c h  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g .  2 9 ) .  
R E S U L T S  
I n  a  s i m i l a r  m a n n e r ,  e x p r e s s i o n  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  
r e s u l t e d  i n  a  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  c a l p o n i n  ( F i g  3 0 )  a n d  m y o s i n  e x p r e s s i o n  ( F i g  
3 1 )  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  c o n t r o l s .  T h e  r e s u l t s  w e r e  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  
i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  t h e s e  c e l l s  ( F i g ,  3 2 ,  3 3  a n d  3 4 ) .  T h e r e  w a s  a  
m a r k e d  d e c r e a s e  i n  a - a c t i n ,  c a l p o n i n ,  m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n  s t a i n i n g  i n  c e l l s  
e x p r e s s i n g  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  
c o n t r o l s  ( F i g  3 2 ,  3 3  a n d  3 4 ) .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s .  H o w e v e r ,  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  r e v e a l e d  d e c r e a s e d  
s m o o t h e l i n  e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  
m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( F i g  3 5 ) .  F i n a l l y ,  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  V S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  w a s  f u r t h e r  
c o n f i r m e d  b y  m e a s u r i n g  m R N A  l e v e l s  f o r  a - a c t i n  u s i n g  Q R T P C R .  T h e r e  w a s  a  
6 4 %  a n d  7 9 %  r e d u c t i o n  i n  a - a c t i n  m R N A  l e v e l s  i n  c e l l s  e x p r e s s i n g  
c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  c o n t r o l s  ( F i g  
3 6 ) .  
R E S U L T S  
6 . 4 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
Mock N 1  
M o c k  N 1  N 3  
F i g .  2 9  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  4 3 %  a n d  4 2 %  d e c r e a s e  o f  a - a t i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  E q u a l  
p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
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M o c k  
C a l p o n i n  
I  
M o c k  N 1  N 3  
F i g .  3 0  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  4 2 %  a n d  2 8 %  d e c r e a s e  of c a l p o n i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  in N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e d e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e d e d  c e l l s .  E q u a l  
p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
M o c k  
M y o s i n  
1  
M o c k  M o c k  N 1  
N 3  
F i g .  3 1  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  2 9 %  a n d  2 7 %  d e c r e a s e  o f  m y o s i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  1 C  h a n s f e c t e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  E q u a l  
p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  m n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 4 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  
a -  A c t i n  
F i g .  3 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  W S M C ' s :  a - a c t i n  i n  m o c k ,  N o t c h  1  I C  ( N l )  a n d  N o t c h  
3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  
A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  l e a s t  3  
i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
C a l p o n i n  
F i g .  3 3  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  W S M C ' s :  c a l p o n i n  i n  m o c k ,  N o t c h  1  I C  ( N l )  a n d  
N o t c h '  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  
l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  
R E S U L T S  
M y o s i n  
F i g .  3 4  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  m y o s i n  i n  m o c k  ,  N o t c h  1  I C  ( N l )  a n d  
N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  
l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  
S m o o t h e l i n  
F i g .  3 5  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  s m o o t h e l i n  i n  m o c k ,  N o t c h  I  I C  ( N I )  a n d  
N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  
l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  
R E S U L T S  
6 . 4 . 3  Q R T P C R  a n a l y s i s  
M o c k  
a - a c t i n  G A P D H  
\ -
F i g .  3 6  R e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  6 4 %  a n d  7 9 %  d e c r e a s e  i n  a - a c t i n  m R N A  i n  N o t c h  1  a n d  
3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  R e s u l t s  w e r e  n o r m a l i z e d  b y  
a m p l i f i c a t i o n  of G A P D H .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a t  l e a s t  2  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  
R E S U L T S  
6 . 5  N o t c h  I C  p r o m o t e s  H V S M C  p r o l i f e r a t i o n  
T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  d e m o n s t r a t e  t h a t  N o t c h  s i g n a l l i n g  m a y  
p r o m o t e  t h e  d e - d i f f e r e n t i a t i o n  of H V S M C .  T h e  d e - d i f f e r e n t i a t i o n  o f  h u m a n  
V S M C  b y  N o t c h  1  a n d  3  I C  s u g g e s t s  t h a t  N o t c h  I C  m a y  p r o m o t e  d e -  
d i f f e r e n t i a t i o n  of h u m a n  V S M C  t o  e n h a n c e  p r o l i f e r a t i o n  of t h e s e  c e l l s .  T o  
e x a m i n e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  t r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n  o f  H V S M C  w i t h  N o t c h  1  o r  3  I C  
o r  P 7 - C M V  m o c k  c o n t r o l s  w a s  p e r f o r m e d  a n d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e s e  
c e l l s  w a s  e x a m i n e d .  T r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n  o f  h u m a n  V S M C  a n d  p u r o m y c i n  
s e l e c t i o n  o f  N o t c h  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
5 . 3 .  T h e  w h o l e  c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  
P A G E  a n d  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 .  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s ' e x a m i n e d  b y  c e l l  c o u n t i n g  a n d  d e t e r m i n i n g  p r o l i f e r a t i n g  
c e l l  n u c l e a r  a n t i g e n  e x p r e s s i o n  u s i n g  W e s t e r n  b l o t .  
T h e  r e s u l t s  a r e  a s  f o l l o w s :  
T h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r  a f t e r  5  d a y s  f o l l o w i n g  o v e r  e x p r e s s i o n  o f  
c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  
( F i g .  3 7 ) ,  c o n c o m i t a n t  w i t h  a  m a r k e d  
i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i n g  c e l l  n u c l e a r  a n t i g e n  ( p C N A )  e x p r e s s i o n ,  a  m a r k e r  o f  
D N A  s y n t h e s i s ,  a f t e r  2 4  h  ( F i g  3 8 ) .  
R E S U L T S  
M o c k  
N o t c h  1  
N o t c h  3  
P r o l i f e r a t i o n  o f  H V S M C  
d a y  0  
d a y  5  
F i g .  3 7  I n s e t  s h o w s  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  of H V S M C  t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  a n d  N o t c h 3  
t r a n s f e c t e d  a s  c o m p a r e  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  C e l l  c o u n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  f i v e  d a y s  a f t e r  
t r a n s f e c t i o n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of a t  l e a s t  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  
R E S U L T S  
p C N A  
"  
M o c k  N 3  N  1  
3 7  K D a  .& -%2 
M o c k  N 1  N 3  
F i g .  3 8  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h s  d i s p l a y i n g  8 7 %  a n d  1 3 6 %  i n c r e a s e  of p C N A  p r o t e i n  
2 4  h  f o l l o w i n g  o v e r  e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k -  
t r a n s f e c t e d  c e l l s .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  
D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 6  N o t c h  I C  i n h i b i t s  H V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  a  C B F - 1 I R B P - J k  
d e p e n d e n t  m a n n e r .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  h u m a n  V S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  
a r e  i n d e e d  d r i v e n  b y  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  a c t i n g  t h r o u g h  
C B F - 1 1 R B P - J k  d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s ,  h u m a n  V S M C  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  
i n h i b i t o r s  o f  N o t c h  I C  a c t i v a t i o n  o f  C B F - l / R B P - J k  d e p e n d e n t  s i g n a l l i n g  u s i n g  
R P M S - 1  o r  a  m u t a n t  N o t c h  1  I C ,  ( E D 4 ,  a  d e l t a  R A M  d e l e t e d  N o t c h  1  I C  t h a t  a c t s  
a s  a  s e l e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  N o t c h  I C I C B F - 1 1 S K I P  i n t e r a c t i o n s ) .  
H u m a n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ,  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a n d  Q R T P C R  a n a l y s i s .  T h e  w h o l e  
c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  a n d  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 .  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 .  m R N A  a n d  
Q R T P C R  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 5  
T h e  r e s u l t s  w e r e  a s  f o l l o w s :  
T h e r e  w a s  a  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  o v e r  
e x p r e s s i n g  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C ,  a n  e f f e c t  t h a t  w a s  f u l l y  
r e v e r s e d  i n  c e l l s  c o - e x p r e s s i n g  R P M S - 1  ( F i g  3 9 ) .  I n  a  s i m i l a r  m a n n e r ,  t h e  
R E S U L T S  
d e c r e a s e  i n  c a l p o n i n  l e v e l s  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  
a n d  3  I C  w a s  r e v e r s e d  i n  f u l l  i n  c e l l s  b y  c o - e x p r e s s i o n  w i t h  R P M S - 1  ( F i g  4 0 )  a n d  
p a r t i a l l y  r e v e r s e d  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  of a  m u t a n t  N o t c h  1  I C  ( E D 4 ,  F i g  4 1 ) .  
M y o s i n  e x p r e s s i o n  w a s  d e c r e a s e d  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  
N o t c h  1  a n d  3  I C ,  a n  e f f e c t  t h a t  w a s  r e v e r s e d  f o l l o w i n g  c o - e x p r e s s i o n  w i t h  
R P M S - I  ( F i g  4 2 ) .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n  
f u r t h e r  c o n f i r m e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  
3  I C  o n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  w a s  r e v e r s e d  f o l l o w i n g  c o - e x p r e s s i o n  w i t h  
R P M S - 1  ( F i g  4 3 ,  4 4  a n  4 5 ) .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  b l o t  b u t  
i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  r e v e a l e d  a  r e l a t i v e  d e c r e a s e  i n  l e v e l s  f o l l o w i n g  
c o n s t i t u t i v e  N o t c h  I C  e x p r e s s i o n ,  a n  e f f e c t  t h a t  w a s  r e v e r s e d  w i t h  R P M S - 1  ( F i g .  
4 6 ) .  I n  a d d i t i o n ,  a  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y ,  
b r e f e l d i n  A  t h a t  i n h i b i t s  t r a n s l o c a t i o n  o f  N o t c h  t o  t h e  n u c l e u s  b y  d i s a s s e m b l i n g  
t h e  G o l g i  a p p a r a t u s ,  w a s  a l s o  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  i n h i b i t  N o t c h  
s i g n a l l i n g .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  a - a c t i n  a n d  c a l p o n i n  e x p r e s s i o n  i n  
H V S M C  t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  o r  3  I C  a n d  t r e a t e d  w i t h  0 . 2 5  m g l m l  o f  
b r e f e l d i n  A  r e v e a l e d  t h e r e  w a s  n o t  a  r e v e r s a l  o f  N o t c h  I C - i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  
a - a c t i n  a n d  c a l p o n i n  e x p r e s s i o n  i n  b r e f e l d i n  A - t r e a t e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  
u n t r e a t e d  c e l l s  ( F i g  4 7  a n d  4 8 ) .  F i n a l l y ,  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  V S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b y  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  w a s  
f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  m e a s u r i n g  m R N A  l e v e l s  f o r  a - a c t i n  u s i n g  Q R T P C R .  
T h e r e  w a s  a  m a r k e d  r e d u c t i o n  i n  a - a c t i n  m R N A  l e v e l s  i n  c e l l s  e x p r e s s i n g  
1 0 6  
RESULTS 
constitutively active Notch 1 and 3 IC when compared to mock controls, an 
effect that was reversed following co-expression with TWMS-1 (Fig 49). 
Taken together, the results demonstrate that inhibition of CBF-1IRBP-Jk 
dependent signalling with RPMS-1 resulted in a significant reversal of Notch IC 
induced down-regulation of human VSMC differentiation marker expression. 
R E S U L T S  
6 . 6 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
a -  A c t i n  
V  
M o c k  N ?  N  1  / R P M S  N 3  
N S / R P M S  
M o c k  N 1  N l / R P M S - 1  N 3  N 3 / R P M S - 1  
F i g .  3 9  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  t h e  e f f e c t  o f  i n h i b i t i o n  o f  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  
N o t c h  1  a n d  3  o n  a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C .  4 1 %  a n d  4 3 %  d e c r e a s e  o f  a - a c t i n  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  f u l l y  r e v e r s e d  i n  c e l l s  c o - t r a n s f e c t e d  
w i t h  N o t c h  a n d  R P M S I .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  
P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
r o o  4  
M o c k  
C a l  p o n i n  
M o c k  N 1  N l J R P M S - 1  N 3  N 3 / R P M S - 1  
F i g .  4 0  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  t h e  e f f e c t  of i n h i b i t i o n  o f  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  
N o t c h  1  a n d  3  o n  c a l p o n i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C .  4 2 %  a n d  2 8 %  d e c r e a s e  o f  a - a c t i n  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  h a n s f e c t e d  c e l l s  i s  f u l l y  r e v e r s e d  i n  c e l l s  c r r t r a n s f e c k d  
w i t h  N o t c h  a n d  R P M S l .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  
P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
C a l p o n i n  
M o c k  N 1  N  1  / E D 4  N I I R P M S  
M o c k  N l / R P M S - 1  N l / E D 4  N 1  
F i g .  4 1  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  t h e  e f f e c t  of i n h i b i t i o n  of o v e r - e x p r e s s i o n  o f  
N o t c h  1  o n  c a l p o n i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C .  6 0 %  d o w n - r e g u l a t i o n  of c a l p o n i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l s  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  a n d  R P M S  
1  a n d  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  i n  c e l l s  c e t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  a n d  E D 4 .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  
a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  1  
e x p e r i m e n t .  
M y o s i n  
M O C K  
.  ,  
L  .? A: 
Y..' .  
-  .- 
I , !  
F i g .  4 2  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  t h e  e f f e c t  of i n h i b i t i o n  o f  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  
N o t c h  1  a n d  3  o n  m y o s i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C .  2 9 %  a n d  2 7 %  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  
m y o s i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l s  C O -  
t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  a n d  R P M S 1 .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t - g  b l o t  
w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 6 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  
F i g .  4 3  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  d e c r e a s e  o f  a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  
N o t c h  1  I C  ( N l ) ,  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  
I C  a n d  R P M S - 1  ( N l / R P M S - 1 )  o r  N o t c h  3  I C  a n d  R P M S l  ( N 3 / R P M S - 1 ) ;  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  
a n d  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a l o n e  ( R P M S - 1 ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  
s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
C a l p  o n i n  
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F i g .  4 4  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  d e c r e a s e  o f  c a l p o n i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  
N o t c h  1  I C  ( N l ) ,  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  
I C  a n d  R P M S - 1  ( N l / R P M S - 1 )  o r  N o t c h  3  I C  a n d  R P M S - 1  ( N 3 J R P M S - 1 ) ;  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  
a n d  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a l o n e  ( R P M S - 1 ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  
s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
M y o s i n  
F i g .  4 5  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  d e c r e a s e  o f  m y o s i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  
N o t c h  1  I C  ( N l ) ,  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  
I C  a n d  R P M S - 1  ( N l / R P M S - 1 )  o r  N o t c h  3  I C  a n d  R P M S - 1  ( N 3 / R P M S - 1 ) ;  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  
a n d  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a l o n e  ( R P M S - 1 ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  
s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
S m o o  t h e l i n  
F i g .  4 6  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  W S M C ' s :  d e c r e a s e  o f  s m o o t h e l i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
i n  N o t c h  1  I C  ( N l ) ,  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  
N o t c h  1  I C  a n d  R P M S - 1  ( N l I R P M S - 1 )  o r  N o t c h  3  I C  a n d  R P M S - 1  ( N 3 J R P M S - 1 ) ;  m o c k  
t r a n s f e c t e d  c e l l s  a n d  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a l o n e  ( R P M S - 1 ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  
a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  
i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 6 . 3  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  b r e f e l d i n  
a -  A c t i n  
F i g .  4 7  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s :  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  a - a c t i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  I C  ( N l ) ,  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  n o t  
r e v e r s e d  i n  t h e s e  c e l l s  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  w i t h  b r e f e l d i n  A .  T h e r e  w a s  n o  s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  
o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  
i s  r e p r e s e n t a t i v e  of 1  e x p e r i m e n t .  
R E S U L T S  
C a l p  o n i n  
F i g .  4 8  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  of H V S M C ' s :  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  c a l p o n i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  I C  ( N l ) ,  N o t c h  3  I C  ( N 3 )  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  n o t  
r e v e r s e d  i n  t h e s e  c e l l s  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  w i t h  N o t c h  i n h i b i t o r ,  b r e f e l d i n  A .  T h e r e  w a s  n o  
s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  1  e x p e r i m e n t .  
R E S U L T S  
6 . 6 . 4  Q R T P C R  a n a l y s i s  
M o c k  
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F i g .  4 9  I n s e t  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  t h e  e f f e c t  of i n h i b i t i o n  of o v e r - e x p r e s s e d  
N o t c h  1  a n d  3  I C  i n  W S M C  o n  a - a c t i n  m R N A  l e v e l .  8 0 %  a n d  6 5 %  d o w n - r e g u l a t i o n  i n  a - a c t i n  
m R N A  l e v e l  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i s  r e v e r s e d  i n  c e l l s  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  1  
a n d  R P M S - 1  a n d  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  i n  c e l l s  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  N o t c h  3  a n d  R P M S - 1 .  R e s u l t s  
w e r e  n o r m a l i z e d  b y  a m p l i f i c a t i o n  of G A P D H .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of 2  i n d i v i d u a l  
e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
6 . 7  D I S C U S S I O N :  
T h i s  s t u d y  w a s  i n i t i a t e d  b y  s h o w i n g  t h e  p r e s e n c e  of N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  
r e c e p t o r s  i n  h u m a n  V S M C  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  s t u d i e s  t o  v a l i d a t e  t h e  o v e r -  
e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  i n  H V S M C ' s  b y  u s i n g  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  T h e  d a t a  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  of b o t h  r e c e p t o r s  i n  
H V S M C ' s ,  w h i c h  p r o v i d e s  e v i d e n c e  of t h e  p r e s e n c e  of N o t c h  i n  V S M C  a s  w e l l  
a s  t h e  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  of b o t h  r e c e p t o r  p r o t e i n s  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  
w i t h  N o t c h  1  I C  a n d  3  I C  w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  T h e  
l o c a l i z a t i o n  of N o t c h  i n  t h e  c e l l  h a s  a l s o  b e e n  m o n i t o r e d .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g  o f  H V S M C  r e v e a l e d  t h e  c y t o p l a s m a t i c  a n d  n u c l e a r  p r e s e n c e  o f  N o t c h  
p r o t e i n .  
I n  o r d e r  t o  e x a m i n e  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o f i l e  o f  H V S M C ,  b a s a l  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  o f  a - a c t i n ,  c a l p o n i n ,  m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n  i n  H V S M C  w a s  
a s s e s s e d  i n  t h e s e  c e l l s .  T h e  W e s t e r n  b l o t  r e s u l t s  r e v e a l e d  a b u n d a n t  e x p r e s s i o n  
o f  a - a c t i n  a n d  c a l p o n i n  i n  H V S M C  a n d  m u c h  l e s s  i n t e n s i v e  e x p r e s s i o n  o f  
m y o s i n  i n  t h e s e  c e l l s .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s .  
T h e  p r e s e n c e  of d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n s  e x p r e s s i o n  w a s  f u r t h e r  
c o n f i r m e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  a n d  Q R T P C R .  S m o o t h e l i n  h a s  
b e e n  s u c c e s s f u l l y  d e t e c t e d  i n  H V S M C  b y  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a n d  Q R T P C R  
b u t  i t s  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  r e m a i n e d  l o w .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  i n f l u e n c e  of t h e  N o t c h  S i g n a l l i n g  P a t h w a y  o n  d i f f e r e n t i a t i o n  
o f  H V S M C ,  t h e  l e v e l s  o f  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  h a v e  b e e n  a n a l y s e d  a n d  
c o m p a r e d  f o l l o w i n g  b o t h  i n h i b i t i o n  o f  t h e  N S P  w i t h  R P M S - 1  a n d  o v e r  
e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  I C ,  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  s t u d y  r e v e a l e d  
t h a t  i n h i b i t i o n  of e n d o g e n o u s  N o t c h  C B F - l / R B P - J k  s i g n a l l i n g  w i t h  R P M S - 1  
r e s u l t s  i n  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s ,  a - a c t i n ,  m y o s i n ,  
c a l p o n i n  a n d  s m o o t h e l i n .  
T h e  u p - r e g u l a t i o n  o f  a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n  i n  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  R P M S - 1  
t o  i n h i b i t  N o t c h  1  a n d  3  I C  d e p e n d e n t  C B F - I  d e p e n d e n t  g e n e  e x p r e s s i o n  w a s  
m e a s u r e d  b y  q u a n t i t a t i v e  m e t h o d  a s  W e s t e r n  b l o t .  T h e  u p - r e g u l a t i o n  o f  V S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  w a s  c o n f i r m e d  b y  q u a l i t a t i v e  m e t h o d ,  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a s  w e l l  a s  b y  m e a s u r i n g  m R N A  l e v e l s  f o r  a - a c t i n  u s i n g  
Q R T P C R .  A c t i n  w a s  c o n s i d e r e d  a s  a n  i n d e x  f o r  o t h e r  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s .  
lit p a r a l l e l  s t u d i e s ,  R P M S - 1  h a s  b e e n  s h o w n  a s  a  s e l e c t i v e  i n h i b i t o r  t h a t  
i n h i b i t e d  b o t h  e n d o g e n o u s  N o t c h  a n d  o v e r - e x p r e s s e d  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  
N o t c h  I C ,  r e s p e c t i v e l y  [ 3 4 , 1 4 9 ] .  
T r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n  o f  H V S M C  w i t h  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  o r  3  I C  w a s  
c a r r i e d  o u t  t o  f u r t h e r  c o n f i r m  t h a t  t h e  N o t c h  S i g n a l l i n g  p a t h w a y  i n h i b i t s  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s .  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  d o w n -  
r e g u l a t i o n  o f  a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e c t e d  c e l l s  
w h e n  c o m p a r e d  t o  m o c k  c o n t r o l s .  T h e s e  d a t a  w e r e  c o n f i r m e d  b y  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a n a l y s i s .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  b l o t  
1 2 0  
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a n a l y s i s  b u t  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  r e v e a l e d  d e c r e a s e d  s m o o t h e l i n  
e x p r e s s i o n  i n  N o t c h  1  a n d  3  I C  t r a n s f e d e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k -  
t r a n s f e c t e d .  I n h i b i t i o n  of d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t r a n s f e c t e d  H V S M C  w a s  a l s o  
c o n f i r m e d  b y  m e a s u r i n g  m R N A  l e v e l s  f o r  a - a c t i n  u s i n g  Q R T P C R .  
T h e  a b o v e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  N o t c h  s i g n a l l i n g  m a y  p r o m o t e  t h e  d e -  
d i f f e r e n t i a t i o n  of H V S M C  b y  e n h a n c i n g  t h e  p r o l i f e r a t i o n  of t h e s e  c e l l s .  A n  
i n c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r  f o l l o w i n g  o v e r  e x p r e s s i o n  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  
1  I C  a n d  3  I C ,  i n  p a r a l l e l  w i t h  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i n g  c e l l  n u c l e a r  
a n t i g e n  ( p C N A )  e x p r e s s i o n  f o u n d  i n  t h i s  s t u d y  c o n f i r m  t h e  a b o v e  s u g g e s t i o n .  
T h i s  s t u d y  a l s o  r e v e a l s  t h a t  c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  h u m a n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  
f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  of c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  a r e  i n d e e d  d r i v e n  
b y  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  of t h e s e  r e c e p t o r s  a c t i n g  t h r o u g h  C B F - l / R B P - J k  
d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s .  I n  t h i s  c a s e  t h r e e  d i f f e r e n t  i n h i b i t o r s  of N S P  w e r e  
e m p l o y e d ,  R P M S I ,  E D 4  a n d  a  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r  b r e f e l d i n  A .  C o -  
t r a n s f e c t i o n  of H V S M C  w i t h  i n h i b i t o r s  o f  N o t c h  I C  a c t i v a t i o n  o f  C B F - l / R B P - J k  
d e p e n d e n t  s i g n a l l i n g  u s i n g  R P M S - 1  o r  E D 4  d e m o n s t r a t e s  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  
C B F - l / R B P - J k  d e p e n d e n t  s i g n a l l i n g  w i t h  R P M S - 1  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  
r e v e r s a l  o f  N o t c h  I C  i n d u c e d  d o w n - r e g u l a t i o n  of H V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  
m a r k e r  e x p r e s s i o n .  I n  a  s i m i l a r  m a n n e r ,  t h e  d e c r e a s e  i n  c a l p o n i n  l e v e l s  
f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  w a s  r e v e r s e d  
p a r t i a l l y  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  o f  a  m u t a n t  N o t c h  1  I C ,  E D 4 .  
T h e  d o w n - r e g u l a t i o n  of V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b y  
c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C  w a s  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  m e a s u r i n g  
m R N A  l e v e l s  f o r  a - a c t i n  u s i n g  Q R T P C R .  
T r e a t m e n t  w i t h  b r e f e l d i n  A  t h a t  i n h i b i t s  t r a n s l o c a t i o n  of N o t c h  t o  t h e  n u c l e u s  
b y  d i s a s s e m b l i n g  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  w a s  v e r y  p r o b l e m a t i c  a n d  d i d n ' t  b r i n g  
e x p e c t e d  r e s u l t s .  B r e f e l d i n  A  d i d  n o t  r e v e r s e  N o t c h  I C - i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  a -  
a c t i n  a n d  c a l p o n i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  a s  e x p e c t e d .  H o w e v e r ,  i n  p a r a l l e l  
s t u d y  w e  s u c c e s s f u l l y  d e m o n s t r a t e d  a n  i n h i b i t i o n  of N o t c h  I C  s i g n a l i n g  e v e n t s  
i n  b r e f e l d i n  A - t r e a t e d  R A S M C  [ 3 4 ] .  
P r o b l e m s  e x p e r i e n c e d  w i t h  b r e f e l d i n  A  w e r e  p r o b a b l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  b r e f e l d i n  A  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  t h a t  m i g h t  n o t  h a v e  b e e n  
s u f f i c i e n t  t o  o b t a i n  e x p e c t e d  r e s u l t s  o n  H S M C .  T i t r a t i o n  e x p e r i m e n t  s h o u l d  
h a v e  b e e n  d o n e  t o  d e t e r m i n e  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  of b r e f e l d i n  A  
n e c e s s a r y  t o  i n f l u e n c e  N o t c h  s i g n a l l i n g  e v e n t s .  
R E S U L T S  
C h a p t e r  7. 
R o l e  o f  c y c l i c  s t r a i n  o n  N o t c h  s i g n a l l i n g  
p a t h w a y - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  H V S M C  
H e r n o d y n a m i c  f o r c e s  g e n e r a t e d  b y  t h e  p a s s a g e  of b l o o d  f l o w  t h r o u g h  t h e  
v a s c u l a r  s y s t e m  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  S M C  c e l l  f a t e .  D u e  t o  c o m b i n e d  e f f e c t s  
o f  c h a n g e s  i n  a r t e r i a l  l u m e n  d i a m e t e r ,  t h e  p u l s a t i v e  n a t u r e  of b l o o d  f l o w ,  
e l e v a t i o n  i n  s h e a r  s t r e s s  a n d  a r t e r i a l  b r a n c h i n g  a r e  p r o d u c e d  i n  a r e a s  o f  t h e  
v a s c u l a r  t r e e  w h e r e  t h e  v e l o c i t y  v e c t o r  o f  b l o o d  f l o w  b e c o m e s  n o n - l i n e a r .  
A r t e r i o s c l e r o s i s  i s  p r e d o m i n a n t l y  l i k e l y  t o  o c c u r  i n  t h e  a o r t a  a n d  d i s t u r b i n g  
a r t e r i e s  a s  w e l l  a s  a t  j u n c t i o n s  a n d  b e n d s .  T h u s  t h e  t r a n s d u c t i o n  of m e c h a n i c a l  
f o r c e s  t o  S M C  i n  t h e  b l o o d  v e s s e l  m a y  b e  a  s i g n i f i c a n t  p a t h o g e n i c  f a c t o r  i n  
a r t e r i o s c l e r o s i s  o r  h y p e r t e n s i o n  [ I  1 4 , 1 1 5 1 .  
S M C  d o  n o t  d i r e c t l y  e x p e r i e n c e  t h e  s h e a r  s t r e s s  o r  t u r b u l e n t  f o r c e s  b e c a u s e  o f  
t h e i r  m e d i a l  l o c a t i o n  w i t h i n  a r t e r i a l  w a l l .  T h e y ,  i n  t u r n ,  e x p e r i e n c e  t h e  
l o n g i t u d i n a l  a n d  r a d i a l  d e f o r m a t i o n  a n d  s t r e s s e s  i m p o s e d  o n  t h e  a c q u i e s c e n t  
a r t e r i a l  w a l l  b y  b l o o d  p r e s s u r e  [ 1 1 4 ] .  
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  i n f l u e n c e s  S M C  p h e n o t y p i c  
m o d u l a t i o n  ( s e c t i o n  1 . 4 . 4 ) .  T h e  N o t c h  S i g n a l i n g  P a t h w a y  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  
i n f l u e n c e  S M C  f a t e  ( s e c t i o n  3 . 2 ) .  I n  t h i s  s e c t i o n  w e  d e c i d e d  t o  p r o v e  o u r  
h y p o t h e s i s  t h a t  N o t c h  s i g n a l l i n g  d i c t a t e s ,  i n  p a r t ,  V S M C  f a t e  i n  r e s p o n s e  t o  
m e c h a n i c a l  s t i m u l i ,  w h i c h  i s ,  a m o n g  o t h e r s ,  c y c l i c  s t r a i n .  T h i s  c h a p t e r  m o s t l y  
f o c u s e s  o n  t h e  r o l e  o f  N o t c h  s i g n a l l i n g  i n  m e c h a n i c a l  f o r c e - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  
1 2 3  
R E S U L T S  
v a s c u l a r  s t r u c t u r e .  T h e  F l e x e r c e l l - T e n s i o n  P l u s  S y s t e m  w a s  u s e d  t o  m i m i c  s t r e s s  
t h a t  S M C  u n d e r g o  i n  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  T h i s  m o d e l  w a s  
d e v e l o p e d  t o  p r o v i d e  m e c h a n i c a l  l o a d  t o  c e l l s  c u l t u r e d  i n  v i t r o  a n d  w a s  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y  t o  e x p o s e  H V S M C  t o  a n  e q u i a x i a l  c y c l i c  s t r a i n  m i m i c k i n g  t h a t  
i n d u c e d  b y  a  n o r m a l  c a r d i a c  c e l l  c y c l e .  
7 . 1  C y c l i c  s t r a i n  u p - r e g u l a t e s  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n s  
e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  
H V S M C  w e r e  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  f o r  2 4  h o u r s  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
o f  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  w a s  a n a i y z e d  u s i n g  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g .  W e s t e r n  b l o t  r e v e a l e d  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s .  T h e r e  w a s  
a  7 2 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  c y c l i c  
s t r a i n  a s  c o m p a r e  t o  s t a t i c  c e l l s  ( F i g .  5 0 ) .  T h e  r e s u l t s  w e r e  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  t h e s e  c e l l s  ( F i g .  5 3 ) .  
A  3 3 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  c a l p o n i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a l s o  o b s e r v e d  i n  
s t r a i n e d  c e l l s ,  a s  m o n i t o r e d  b y  W e s t e r n  b l o t  ( F i g .  5 1 ) .  I m m u n o c y t o c h e m i s t ~  
c o n f i r m e d  t h e s e  r e s u l t s  a s  s e e n  i n  F i g .  5 4 .  
M y o s i n  e x p r e s s i o n  w a s  a l s o  e n h a n c e d  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  c y c l i c  s t r a i n .  A  6 0 %  
u p - r e g u l a t i o n  o f  m y o s i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  o b s e r v e d  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  
c e l l s  ( F i g .  5 2 ) .  I n c r e a s e  o f  e x p r e s s i o n  m y o s i n  i n  s t r a i n e d  c e l l s  w a s  a l s o  
c o n f i r m e d  b y  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  t h e s e  c e l l s  ( F i g .  5 5 ) .  S m o o  t h e l i n  
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w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  W e s t e r n  M o t  a n a l y s i s  b u t  I m r n u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s  
r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  u p - r e g u l a t i o n  o f  s m o o t h e l i n  e x p r e s s i o n  i n  s t r a i n e d  c e l l s  a s  
c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s  ( F i g .  5 6 ) .  
E x p o s u r e  of H V S M C  t o  c y c l i c  s t r a i n  w a s  d e s e i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 1 . 2 .  T h e  w h o l e  
c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  a n d  
W e s t e r n  b l o t .  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 .  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 5  
T h e  r e s u I t s  a r e  a s  f o l l o w s :  
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7 . 1 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
S T A T I C  S T R A I N  
S T A T I C  S T R A I N  
F i g .  5 0  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  7 2 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  a - a d i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  i n  r e s p o n s e  t o  c y c l i c  s t r a i n  ( l o % ,  2 4  h o u r s )  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  
E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  
i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
C a l p o n i n  
-  
S T A T I C  
S T R A I N  
I  
S T A T I C  S T R A I N  
F i g .  5 1  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  3 3 %  u p - r e g u l a t i o n  of c a l p o n i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  i n  r e s p o n s e  t o  c y c l i c  s t r a i n  ( 1 0 %  2 4  h o u r s )  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  
E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  
i s  r e p r e s e n t a t i v e  of 3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
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M y o s i n  
S T A T  l  C  
2 0 0  k D a  
S T A T I C  S T R A I N  
F i g .  5 2  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  6 0 %  u p - r e g u l a t i o n  m y o s i n  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  i n  r e s p o n s e  t o  c y c l i c  s t r a i n  ( 1 0 %  2 4  h o u r s )  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  
E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  
i s  r e p r e s e n t a t i v e  of 3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
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7 . 1 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  
a -  A c t i n  
F i g .  5 3  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  s h o w s  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  of a - a c t i n  
p r o t e i n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  
s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
$ I - ; I  t i c  
C  a l p  o n i n  
F i g .  5 4  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  s h o w s  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  o f  c a l p o n i n  
p r o t e i n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  
s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
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S m o o t h e l i n  
S t r a i n  
F i g .  5 6  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  of H V S M C ' s  s h o w s  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  o f  s m o o t h e l i n  
p r o t e i n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  
s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
7 . 2  C y c l i c  s t r a i n  i n d u c e s  c h a n g e s  i n  N o t c h  1  a n  N o t c h  3  I C  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
T o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  p h y s i o l o g i c a l  c y c l i c  s t r a i n  o n  N o t c h  1  a n d  3  I C  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  H V S M C  w e r e  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  f o r  2 4  h o u r s  
a n d  N o t c h  1  a n d  3  I C  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a n a l y z e d  u s i n g  W e s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s  a n d  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g .  2 6 %  d o w n - r e g u l a t i o n  of N o t c h  1  I C  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  c y c l i c  s t r a i n  w a s  o b s e r v e d  a s  c o m p a r e d  
t o  s t a t i c  c e l l s  ( F i g .  5 7 ) .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  ( F i g .  5 9 ) .  
A  2 3 %  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  N o t c h  3  I C  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  a l s o  o b s e r v e d  i n  
s t r a i n e d  c e l l s ,  a s  m o n i t o r e d  b y  W e s t e r n  b l o t  ( F i g .  5 8 ) .  I m m u n o c y t o c h e m i s t r ~  
c o n f i r m e d  t h e s e  r e s u l t s  a s  s e e n  i n  F i g .  6 0 .  
E x p o s u r e  o f  H V S M C  t o  c y c l i c  s t r a i n  w a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 1 . 2 .  T h e  w h o l e  
c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 . 1 . 1 .  S D S  P A G E  a n d  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 4 .  
I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 6 .  
T h e  r e s u l t s  a r e  a s  f o l l o w s :  
R E S U L T S  
7 . 2 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
N o t c h  I  I C  
S T A T I C  S T R A I N  
S T A T I C  S T R A I N  
F i g .  5 7  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  2 6 %  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  N o t c h  1  I C  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  i n  r e s p o n s e  t o  c y c l i c  s t r a i n  ( 1 0 7 6 , 2 2 4  h o u r s )  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  
c e l l s .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  
p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
N o t c h  3  I C  
S T A T I C  
r ?  S T R A I N  
S T A T I C  S T R A I N  
F i g .  5 8  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  2 3 %  d o w n - r e g u l a t i o n  of N o t c h  3  I C  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  H V S M C  i n  r e s p o n s e  t o  c y c l i c  s t r a i n  ( l o % ,  2 4  h o u r s )  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  
c e l l s .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  
p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of 3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
7 . 2 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  
N o t c h  1  I C  
F i g .  5 9  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  s h o w s  d e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  1  I C  
p r o t e i n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  
s i g r u f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
N o t c h  3  I C  
F i g .  6 0  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  s h o w s  d e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  3  I C  
p r o t e i n  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  a s  c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  T h e r e  w a s  n o  
s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
7 . 3  C y c l i c  s t r a i n  u p - r e g u l a t e s  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  H V S M C  b y  
i n h i b i t i o n  o f  N o t c h  a c t i v i t y  
T o  p r o v e  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  N o t c h  s i g n a l l i n g  d i c t a t e s ,  i n  p a r t ,  V S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  s t i m u l i ,  H V S M C  w e r e  t r a n s f e c t e d  
w i t h  N o t c h  i n h i b i t o r ,  R P M S - 1 ,  a n d  s u b s e q u e n t l y ,  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  
f o r  2 4  h r .  T h e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  of a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n  w a s  t h e n  
a n a l y z e d  i n  t h e s e  c e l l s  a n d  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  c e l l s .  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a n d  I r n m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  r e v e a l e d  t h a t  t h e  
h i g h e s t  l e v e l  of d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  i n  c e l l s  s u b j e c t e d  
t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  a n d  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1 .  
3 6 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  a - a c t i n  e x p r e s s i o n  i n  R P M S - 1 - t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  
( R P M S - 1 ,  s t r a i n )  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s  ( m o c k ,  s t r a i n )  
a n d  9 6 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  
u n s t r a i n e d  c e l l s  ( m o c k ,  s t a t i c )  ( F i g . 6 1 ) .  
S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n .  6 1 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  
c a l p o n i n  e x p r e s s i o n  i n  R P M S - 1 - t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  ( R P M S - 1 ,  s t r a i n )  a s  
c o m p a r e d  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t r a i n )  a n d  1 3 8 %  u p - r e g u l a t i o n  o f  
t h i s  p r o t e i n  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  u n s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t a t i c )  
w a s  o b s e r v e d  ( F i g .  6 2 ) .  
T h e r e  w a s  a  3 4 %  u p - r e g u l a t i o n  of e x p r e s s i o n  o f  m y o s i n  p r o t e i n  i n  R P M S - 1 -  
t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( M O C K ,  1 0 %  
RESULTS 
strained) and 135% up-regulation as compared to mock-transfected tlnstrained 
cells (MOCK, static) (Fig. 63). Results obtained by Westem blot analysis were 
further confirmed by Immunocytochemical staining for each individual protein 
marker (Fig. 64-66). Exposure of HVSMC to cyclic strain was described in 
section 51.2. The whole cell lysates were prepared as described in section 
5.4.1,l. SDS PAGE and Western blot analysis were carried out as described in 
section 5.4. Immunocytochemistry was carried out as described in section 5.6. 
The results are as follows: 
R E S U L T S  
7 . 3 . 1  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
s t a t i c  s t r a i n  
2 0 0 . 0  -  
z  
2  1 5 0 . 0 -  
V )  
M O C K  W M S - 1  M O C K  R P M S - 1  
s t a t i c  s t r a i n  
a - A c t i n  
e x .  
F i g .  6 1  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  3 6 %  u p r e g u l a t i o n  of a - a c t i n  e x p r e s s i o n  
i n  I U ' M S - 1 - t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  
1 0 %  s t r a i n e d )  a n d  9 6 %  u p - r e g u l a t i o n  of t h i s  p r o t e i n  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  
u n s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t a t i c ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  
P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  of 3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
V )  
W  
M o c k  R P M S  M o c k  R P M S  
C a l p o n i n  
R P M S  
s t a t i c  s t r a i n  
M o c k  R P M S - 1  M o c k  R P M S - 1  
s t a t i c  s t r a i n  
F i g .  6 2  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  6 1 %  u p - r e g u l a t i o n  of c a l p o n i n  e x p r e s s i o n  
i n  R P M S - 1 - t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  
1 0 %  s t r a i n e d )  a n d  1 3 8 %  u p r e g u l a t i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  
u n s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t a t i c ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  
P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
M y o s i n  
M o c k  
f l  R P M S
M o c k  
.  R P M S  
s t a t i c  s t r a i n  
M o c k  R P M S - 1  M o c k  R P M S - 1  
s t a t i c  s t r a i n  
F i g .  6 3  I n s e t  s h o w s  a  r e p r e s e n t a t i v e  g r a p h  d i s p l a y i n g  3 4 %  u p r e g u l a t i o n  of m y o s i n  e x p r e s s i o n  
i n  R P M S - 1 - t r a n s f e c t e d  s t r a i n e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  
1 0 %  s t r a i n e d )  a n d  1 3 5 %  u p - r e g u l a t i o n  of t h i s  p r o t e i n  a s  c o m p a r e d  t o  m o c k - k a n s f e c t e d ,  
u n s h a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t a t i c ) .  E q u a l  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  a n d  c o n f i r m e d  b y  s t a i n i n g  b l o t  w i t h  
P o n c e a u  S  s t a i n .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
7 . 3 . 2  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  
a -  A c t i n  
F i g .  6 4  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  H V S M C ' s  s h o w s  t h e  h i g h e s t  e x p r e s s i o n  o f  a - a c t i n  
p r o t e i n  i n  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a n d  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  ( R P M S - 1 ,  s t r a i n ) .  a -  
A c t i n  p r o t e i n  l e v e l  i n  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t r a i n )  i s  c o m p a r a b l e  t o  R P M S - 1  
t r a n s f e c t e d  s t a t i c  c e l l s  ( R P M S - 1 ,  s t a t i c ) .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  
t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  
o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
C a l p o n i n  
F i g .  6 5  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  of H V S M C ' s  s h o w s  t h e  h i g h e s t  e x p r e s s i o n  of c a l p o n i n  
p r o t e i n  i n  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a n d  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  ( R P M S - 1 ,  s t r a i n ) .  
C a l p o n i n  p r o t e i n  l e v e l  i n  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t r a i n )  i s  c o m p a r a b l e  t o  
R P M S - 1  t r a n s f e c t e d  s t a t i c  c e l l s  ( R P M S - 1 ,  s t a t i c ) .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  
c e l l s  t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  of 3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
M y o s i n  
F i g .  6 6  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  of H V S M C ' s  s h o w s  t h e  h i g h e s t  e x p r e s s i o n  of m y o s i n  
p r o t e i n  i n  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a n d  s u b j e c t e d  t o  1 0 %  c y c l i c  s t r a i n  ( R P M S - 1 ,  s t r a i n ) .  
M y o s i n  p r o t e i n  l e v e l  i n  m o c k  t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s  ( M O C K ,  s t r a i n )  i s  c o m p a r a b l e  t o  R P M S -  
1  t r a n s f e c t e d  s t a t i c  c e l l s  ( R P M S - 1 ,  s t a t i c ) .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  c e l l s  
t r e a t e d  w i t h  A l e x a  F l u o r  a n t i - m o u s e  I g  a l o n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  D a t a  p r e s e n t e d  i s  r e p r e s e n t a t i v e  
o f  3  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .  
R E S U L T S  
7 . 4  D I S C U S S I O N :  
T h e  a b o v e  c h a p t e r  i n c l u d e s  d a t a  t h a t  e v a l u a t e  t h e  i m p a c t  o f  c y c l i c  m e c h a n i c a l  
s t r a i n  o n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  i t s  c o n t r o l  v i a  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  
p a t h w a y .  
By u s i n g  a  W e s t e r n  b l o t  t e c h n i q u e  i t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a p p l i c a t i o n  o f  
m e c h a n i c a l  s t r a i n  d r a m a t i c a l l y  i n c r e a s e d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  of d i f f e r e n t i a t i o n  
m a r k e r s ,  a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  t h e s e  c e l l s .  S m o o t h e l i n  w a s  u n d e t e c t a b l e  b y  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  b u t  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  
u p - r e g u l a t i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  f o l l o w i n g  m e c h a n i c a l  s t r a i n  a s  
c o m p a r e d  t o  s t a t i c  c e l l s .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  of m e c h a n i c a l  s t i m u l i  o n  N o t c h  1  a n d  3  I C  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  H V S M C  w e r e  s u b j e c t e d  t o  c y c l i c  s t r a i n  a n d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b o t h  
N o t c h  r e c e p t o r s  w e r e  m e a s u r e d .  W e s t e r n  b l o t  r e v e a l e d  m a r k e d  d o w n -  
r e g u l a t i o n  o f  N o t c h  1  a n d  3  I C  p r o t e i n  e x p r e s s i o n s  i n  s t r a i n e d  c e l l s  a s  c o m p a r e d  
t o  s t a t i c  c e l l s .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  f u r t h e r  c o n f i r m e d  b y  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g .  
S u b s e q u e n t l y ,  b a s e d  o n  t h e  a b o v e  d a t a  t h a t  h a v e  s h o w n  t h e  i m p a c t  o f  c y c l i c  
m e c h a n i c a l  s t r a i n  o n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  N o t c h  r e c e p t o r  p r o t e i n s ,  i t  w a s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  c y c l i c  s t r a i n  u p - r e g u l a t e d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  H V S M C  b y  
i n h i b i t i o n  of N o t c h  a c t i v i t y .  T h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  H V S M C  w a s  
i n h i b i t e d  b y  R P M S - 1  a n d  s u b j e c t e d  t h e m  t o  c y c l i c  s t r a i n .  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
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r e v e a l e d  t h e  i n c r e a s e d  l e v e l  o f  a - a c t i n ,  c a l p o n i n  a n d  m y o s i n  p r o t e i n s  e x p r e s s i o n  
i n  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  c y c l i c  s t r a i n  a n d  t r a n s f e c t e d  w i t h  R P M S - 1  a s  c o m p a r e d  t o  
c o n t r o l ,  u n t r a n s f e c t e d ,  s t r a i n e d  c e l l s .  
T a k e n  t o g e t h e r ,  t h i s  s t u d y  s h o w s  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h e  n o v e l  f i n d i n g  t h a t  t h e  
N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  d i c t a t e s  i n  p a r t  V S M C  f a t e  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  
s t i m u l i  f o l l o w i n g  i n j u r y .  
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V a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  n e o i n t i m a l  
f o r m a t i o n  d u r i n g  t h e  p a t h o g e n e s i s  of h y p e r t e n s i o n ,  a r t e r i o s c l e r o s i s  a n d  a r t e r i a l  
r e s p o n s e  t o  i n j u r y .  T h e  d e c i s i o n  a s  t o  w h e t h e r  a  V S M C  d i f f e r e n t i a t e s ,  
p r o l i f e r a t e s ,  m i g r a t e s  o r  u n d e r g o e s  a p o p t o s i s  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  s t i m u l i  
i s  a n  o b v i o u s  i m p o r t a n t  d e t e r m i n a n t  of v a s c u l a r  r e m o d e l l i n g .  H o w e v e r ,  h o w  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  r e g u l a t e  t h e s e  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  r e m a i n s  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  
T h e  w a l l  o f  b l o o d  v e s s e l s  i s  a n  a c t i v e  o r g a n  f o r m e d  b y  s m o o t h  m u s c l e ,  
e n d o t h e l i a l  a n d  f i b r o b l a s t s  c e l l s ,  w h i c h  i n t e r a c t  w i t h  e a c h  o t h e r  a n d  
c o m m u n i c a t e  i n  a  " p a r a c r i n e - a u t o c r i n e "  f a s h i o n  [ 1 1 5 ] .  T h e  v a s c u l a t u r e  i s  a b l e  t o  
s e n s e  c h a n g e s  w i t h i n  i t s  e n v i r o n m e n t ,  i n t e g r a t e  t h e s e  s i g n a l s  b y  i n t e r c e l l u l a r  
c o m m u n i c a t i o n ,  a n d  c h a n g e  i t s e l f  t h r o u g h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m e d i a t o r s  
i n f l u e n c i n g  s t r u c t u r e  a s  w e l l  a s  f u n c t i o n .  
V a s c u l a r  r e m o d e l l i n g  i s  a n  a c t i v e  p r o c e s s  t h a t  o c c u r s  i n  r e s p o n s e  t o  l o n g - t e r m  
c h a n g e s  i n  h e m o d y n a m i c  c o n d i t i o n s ,  b u t  i t  m a y  s u b s e q u e n t l y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
p a t h o p h y s i o l o g y  o f  v a s c u l a r  d i s e a s e s  a n d  c i r c u l a t o r y  d i s o r d e r s .  I t  c o n s i s t s  i n  
i m p o r t a n t  m o d i f i c a t i o n s  i n  t h e  v e s s e l  w a l l .  S u c h  m o d i f i c a t i o n s  i n v o l v e  c h a n g e s  
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i n  a t  l e a s t  f o u r  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  -  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  c e l l  
m i g r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  a s  w e l l  a s  p r o d u c t i o n  o r  d e g r a d a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  
m a t r i x  - -  a n d  i s  d e p e n d e n t  o n  a  d y n a m i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  l o c a l l y  g e n e r a t e d  
g r o w t h  f a c t o r s ,  v a s o a c t i v e  s u b s t a n c e s ,  a n d  h e m o d y n a m i c  s t i m u l i  [ I  1 5 1 .  
V a s c u l a r  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  a r e  h a l l m a r k s  o f  p h e n o t y p i c a l l y  d i s t i n c t  S M C  
r e s p o n s e  t o  h e m o d y n a m i c  f o r c e - i n d u c e d  v a s c u l a r  r e m o d e l l i n g  f o l l o w i n g  i n j u r y  
[ 1 3 1 ] .  T h e  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  w i t h  r e g a r d  t o  h o w  a  d i s t i n c t  V S M C  p h e n o t y p e  
r e s p o n d s  t o  h e m o d y n a m i c  s t i m u l i  a r e  u n c l e a r .  S i n c e  t h e s e  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  a r e  
a l s o  a p p a r e n t  d u r i n g  v a s c u l a r  r e m o d e l l i n g  o r  m o r p h o g e n e s i s ,  a l t h o u g h  i n  
r e s p o n s e  t o  a  d i f f e r e n t  s t i m u l u s ,  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e r e  i s  a  s i m i l a r  a r b i t e r  t h a t  
c o n t r o l s  t h e s e  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s ,  n a m e l y  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  [ 5 4 ] .  
I n d e e d ,  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  h a s  b e e n  s t r o n g l y  i m p l i c a t e d  i n  v a s c u l a r  
m o r p h o g e n e s i s  a n d  r e m o d e l l i n g  o f  t h e  e m b r y o n i c  v a s c u l a t u r e  [ 5 9 ,  1111. F o r  
e x a m p l e ,  a l t e r a t i o n s  i n  N o t c h  s i g n a l l i n g  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  i n  
C A D A S I L  ( c e r e b r a l  a u t o s o m a l  d o m i n a n t  a r t e r i o p a t h y  w i t h  s u b c o r t i c a l  i n f a r c t s  
a n d  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y )  a  c o n d i t i o n  t h a t  e x h i b i t s  c e r e b r a l  v a s c u l a r  
r e m o d e l l i n g  1 5 4 ,  6 0 1 .  N o t c h  r e c e p t o r - l i g a n d  i n t e r a c t i o n  i s  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  
m e c h a n i s m ,  o r i g i n a l l y  d e s c r i b e d  i n  D r o s o p h i l a ,  t h a t  r e g u l a t e s  i n t e r - c e l l  
c o m m u n i c a t i o n  a n d  d i r e c t s  i n d i v i d u a l  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  [ 1 1 0 ,  1 1 6 1 .  S t u d i e s  
u s i n g  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e d  N o t c h  r e c e p t o r s  m i s s i n g  t h e i r  e x t r a c e l l u l a r  
d o m a i n s  h a v e  s h o w n  t h a t  N o t c h  s i g n a l l i n g  d e t e r m i n e s  p r o l i f e r a t i o n ,  
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d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  i n  s e v e r a l  c e l l  t y p e s  [ 5 4 ] .  I n  a d d i t i o n ,  N o t c h  
r e c e p t o r - l i g a n d  i n t e r a c t i o n s  a r e  c o m m o n  d u r i n g  f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  
i n d u c e d  a n g i o g e n e s i s  s u g g e s t i n g  a  r o l e  o f  t h i s  p a t h w a y  i n  r e g u l a t i n g  v a s c u l a r  
d e v e l o p m e n t .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  f u r t h e r  a n a l y s i s  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  
f o l l o w i n g  v a s c u l a r  i n j u r y  m a y  p r o v i d e  n o v e l  i n s i g h s  i n t o  t h e  b i o l o g y  o f  V S M C .  
I n  t h i s  s t u d y  t h e  F l e x e r c e l l T M  T e n s i o n  S t r a i n  U n i t  h a s  b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  
e f f e c t  o f  c y c l i c  s t r a i n  o n  V S M C  f a t e  a n d  t h e i r  c o n t r o l  v i a  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  
p a t h w a y .  
S e v e r a l  p r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  s t u d i e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  c o m p o n e n t s  i n  
a d u l t  v a s c u l a r  t i s s u e  a n d  c e l l s  [ 6 0 ,  9 4 ,  9 5 ,  9 8 ,  9 9 1 .  T h i s  s t u d y  f o c u s e d  o n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n t e r c e l l u l a r  d o m a i n  ( I C )  of N o t c h  1  a n d  
N o t c h  3  r e c e p t o r s  i n  h u m a n  V S M C .  T h e  p r e s e n c e  of b o t h  N o t c h  1  I C  a n d  3  I C  
r e c e p t o r s  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e s e  c e l l s ,  w h i c h  p r o v i d e s  e v i d e n c e ,  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  r e c e n t  s t u d i e s ,  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  N o t c h  i n  V S M C .  T h e  d e g r e e  t o  
w h i c h  N o t c h  I C  w a s  o v e r - e x p r e s s e d  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  w i t h  N o t c h  1  I C  o r  
N o t c h  3  I C  h a s  a l s o  b e e n  m o n i t o r e d .  M o r e o v e r ,  t h e  s t u d y  r e v e a l e d  t h e  
c y t o p l a s m i c  p r e s e n c e  o f  N o t c h  b y  u s i n g  I m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  N o t c h  s e e m s  t o  
b e  l o c a l i z e d  m o s t l y  i n  c y t o p l a s m a t i c  a r e a  o f  h u m a n  S M C ' s ,  w h i c h  i s  c o n t r a r y  t o  
t h e  r e p o r t s  f r o m  o t h e r  s t u d i e s  d e m o n s t r a t i n g  n u c l e a r  l o c a l i z a t i o n  o f  N o t c h  [ 3 4 ,  
6 7 ,  6 8 1 .  
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S e v e r a l  r e p o r t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c o n s t i t u t i v e  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  1  a n d  3  I C ,  
a l s o  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  N o t c h  t a r g e t  g e n e  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  
t h e s e  c e l l s  [ 4 , 3 4 , 1 0 2 ] .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  o v e r - e x p r e s s i o n  of N o t c h  1  I C  a n d  
N o t c h  3  I C  r e s u l t e d  i n  i n c r e a s e d  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  p r o m o t e r  a c t i v i t y  
a n d  N o t c h  t a r g e t  g e n e  m R N A  l e v e l s  [ 3 4 ] .  M o r e o v e r ,  o u r  l a b  h a v e  p r e v i o u s l y  
s u g g e s t e d  t h a t  N o t c h  3  a c t s  a s  a n  a g o n i s t  o f  t h e  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  N o t c h  
s i g n a l i n g  p a t h w a y  [ 3 4 ] ,  a l t h o u g h  o t h e r  r e p o r t s  s u g g e s t e d  t h a t  N o t c h  3  m i g h t  
a c t  a s  a n  a n t a g o n i s t  o f  t h e  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  
a s  t h e y  f o u n d  N o t c h  3  I C  r e p r e s s i n g  N o t c h  1 - m e d i a t e d  a c t i v a t i o n  t h r o u g h  H E S  
p r o m o t e r s  [ 1 2 7 ] .  R e c e n t  s t u d i e s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  N o t c h  1  I C  a n d  N o t c h  3  
I C  o v e r - e x p r e s s i o n  a c t i v a t e  H R T - 1  a n d  H e s - 5  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  V S M C  
t h r o u g h  t h e  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  p a t h w a y  [ 4 ,  3 4 ,  1 1 3 1  a n d  t h a t  H R T - 1 ,  
H R T - 2  a n d  H e s - 5  a r e  d i r e c t  d o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e s  o f  N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  i n  
V S M C .  
C o l l e a g u e s  f r o m  t h e  l a b  h a v e  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n h i b i t i o n  of C B F - 1 I R B P -  
J k - d e p e n d e n t  s i g n a l i n g  u s i n g  b o t h  p h a r m a c o l o g i c a l  a n d  m o l e c u l a r  i n h i b i t o r s  
r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  N o t c h  1  a n d  3  I C - d e p e n d e n t  N o t c h  t a r g e t  
g e n e  p r o m o t e r  a c t i v i t y  a n d  r e c e p t o r  m R N A  l e v e l s  [ 3 4 ] .  I n  n o r m a l  c o n d i t i o n s ,  
a f t e r  c l e a v a g e  o f  f u l l  l e n g t h  N o t c h ,  t h e  N o t c h  I C  d o m a i n  i s  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  
G o l g i  a p p a r a t u s  a n d  l a t e r  t o  t h e  n u c l e u s .  B r e f e l d i n  A  i n h i b i t s  t r a n s l o c a t i o n  o f  
N o t c h  t o  t h e  n u c l e u s  b y  d i s a s s e m b l i n g  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  a n d  M o n e n s i n  
p r e v e n t s  t r a n s f e r  o f  p r o t e i n s  f r o m  t h e  G o l g i  t o  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  [ 6 2 ] .  
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T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  N o t c h  1  a n d  3  I C ,  
d e s p i t e  t h a t  i t  i s  a l r e a d y  c l e a v e d ,  r e q u i r e  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  t o  t r a n s l o c a t e  t o  
t h e  n u c l e u s  s i n c e  b r e f e l d i n  A  a n d  m o n e n s i n  b o t h  i n h i b i t  N o t c h  I C  s i g n a l i n g  
e v e n t s  [ 3 4 ] .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  E B N A - 2  ( E p s t e i n - B a r r  v i r u s  n u c l e a r  a n t i g e n  2 ) -  
i n d u c e d  a c t i v a t i o n  of C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  p r o m o t e r  a c t i v i t y  w a s  
u n c h a n g e d  b y  p r e t r e a t m e n t  w i t h  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t o r s  b u t  w a s  i n h i b i t e d  
b y  c o - e x p r e s s i o n  w i t h  R P M S - 1  ( R P M S - 1  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  t o  b i n d  
d i r e c t l y  t o  t h e  C B F - 1  n u c l e a r  c o m p l e x  a n d  i n h i b i t  N o t c h  I C  C B F - 1 1 R B P - J k -  
d e p e n d e n t  p r o m o t e r  a c t i v i t y ) .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  N o t c h  1  
a n d  3  I C  a c t i v a t i o n  o f  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  p r o m o t e r s  w i t h  b r e f e l d i n  A  w a s  
n o t  d u e  t o  i m p a i r m e n t  o f  n u c l e a r  t r a n s c r i p t i o n ,  b u t  i n d i c a t e s  a n  i n h i b i t i o n  o f  
N o t c h  I C  t r a n s l o c a t i o n  t o  t h e  n u c l e u s  [ 3 4 ]  
A l t h o u g h  m a n y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h e  e f f e c t  of N o t c h  s i g n a l i n g  o n  c e l l  
d i f f e r e n t i a t i o n  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  
p a t h w a y  o n  d i f f e r e n t i a t i o n  of V S M C .  
B y  u s i n g  s t a n d a r d  i n  v i t r o  t e c h n o l o g i e s ,  W e s t e r n  b l o t  a n d  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g ,  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  w i t h  N o t c h  1  I C  a n d  3  I C  
w a s  a s s e s s e d .  H u m a n  V S M C  e x p r e s s e d  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l  m a r k e r s  a s s o c i a t e d  
w i t h  c o n t r a c t i l e  f u n c t i o n  ( a - a c t i n ,  c a l p o n i n ,  m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n ) .  F u r t h e r  
a n a l y s i s  of t h e  e f f e c t  of N o t c h  1  I C  a n d  N o t c h  3  I C  o v e r e x p r e s s i o n  i n  
m o d u l a t i n g  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  N o t c h  s i g n i f i c a n t l y  d o w n -  
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r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  of a - a c t i n ,  c a l p o n i n ,  m y o s i n  a n d  s m o o t h e l i n  i n  V S M C  
S m o o t h e l i n  w a s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  d e t e c t  b y  W e s t e r n  b l o t ,  t h u s  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  of t h i s  m a r k e r  f o l l o w i n g  o v e r e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  I C  
w a s  v e r y  p r o b l e m a t i c  a n d  d i d n ' t  b r i n g  e x p e c t e d  r e s u l t s .  H o w e v e r  w e  
s u c c e s s f u l l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  a n d  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  s m o o t h e l i n  
p r o t e i n  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s  a s  w e l l  a s  t h e  p r e s e n c e  o f  m R N A  i n  
c e l l s  b y  u s i n g  Q R T P C R .  P r o b l e m s  w i t h  d e t e c t i o n  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  m a r k e r  w e r e  
p r o b a b l y  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
w i t h  W e s t e r n  b l o t  t e c h n i q u e  b u t  t h e  s a m e  a n t i b o d i e s  w o r k e d  r e l a t i v e l y  w e l l  
w i t h  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  A n o t h e r  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  a s  s m o o t h e l i n  
i s  a  p o o r l y  e x p r e s s e d  p r o t e i n  i n  t h e  c e l l  i t  c o u l d  b e  e a s i l y  l o s t  d u r i n g  t h e  m u l t i -  
s t e p  p r o c e d u r e  of W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o r  d u r i n g  p r o t e i n  l y s a t e  p r e p a r a t i o n .  
H o w e v e r ,  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s ,  a l t h o u g h  n o t  a s  q u a n t i t a t i v e  a s  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ,  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  n e g a t i v e  e f f e c t  of t h e  N o t c h  
s i g n a l l i n g  p a t h w a y  o n  t h e  e x p r e s s i o n  of s m o o t h e l i n ,  a p p e a r i n g  a s  a  d o w n -  
r e g u l a t i o n  o f  t h i s  m a r k e r  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  w i t h  N o t c h  
I C .  
I n  a  p a r a l l e l  s t u d y ,  o v e r e x p r e s s i o n  of N o t c h  1  I C  p r o m o t e d  c l o n a l  p r o l i f e r a t i o n  
i t  t h e  s a m e  c e l l s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  e x p r e s s i o n  of p r o l i f e r a t i n g  c e l l  n u c l e a r  a n t i g e n  
( p C N A ) ,  a  m a r k e r  f o r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n  S M C ,  w a s  e n h a n c e d  i n  c e l l s  f o l l o w i n g  
o v e r e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  1  I C  c o m p a r e d  w i t h  t h e  m o c k  c o n t r o l .  
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P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  N o t c h  s i g n a l i n g  a c t s  d o w n s t r e a m  o f  
V E G F  d u r i n g  a r t e r i a l  d i f f e r e n t i a t i o n  [ I 2 3 1  a n d  t h a t  H A N D 1  ( t h e  b a s i c  h e l i x -  
l o o p - h e l i x  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r )  f u n c t i o n s  i n  p a r t  b y  r e g u l a t i n g  t h e  N o t c h  
p a t h w a y  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n .  H a n d 1  m a y  r e g u l a t e  t h e  N o t c h  p a t h w a y  
t h r o u g h  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  of V E G F  o r  b y  d i r e c t  r e g u l a t i o n  o f  t h e  N o t c h  
g e n e s  [ 1 2 4 ] .  H R T - 1 ,  - 2 ,  a n d  - 3  a r e  C B F - 1 / R B P - J k - d e p e n d e n t  N o t c h  t a r g e t  g e n e s  
d o w n s t r e a m  of N o t c h  1  a n d  N o t c h  3  a c t i v a t i o n  [ I 2 5 1  a n d  N o t c h  3  r e c e p t o r  
e x p r e s s i o n  i s  e n h a n c e d  i n  n e o i n t i m a l  f o r m a t i o n  i n  t h e  r a t  b a l l o o n  i n j u r y  [ 4 ,  9 7 1 .  
H o w e v e r ,  t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  N o t c h ,  a c t i n g  t h r o u g h  C B F -  
1 I R P B - J k - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s ,  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  c h a n g e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  
o f  S M C .  T h i s  f i n d i n g  i s  i m p o r t a n t  b e c a u s e  o f  o t h e r  p u b l i s h e d  d a t a  s u g g e s t i n g  
a d d i t i o n a l  s i g n a l i n g  p a t h w a y ( s )  a n d  t h a t  N o t c h  a c t s  i n d e p e n d e n t l y  o f  C B F -  
l / R B P - J k ,  w i t h  e v i d e n c e  t h a t  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  N o t c h  r e c e p t o r  i s  n o t  n e c e s s a r y  
[ 1 2 6 ] .  T h i s  s t u d y  p r e s e n t s  s i g n i f i c a n t  n e w  e v i d e n c e  t h a t  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  I C  
m o d u l a t e s  S M C  d i f f e r e n t i a t i o n  t h r o u g h  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s .  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ,  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a n d  Q R T P C R  h a v e  b e e n  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  i n h i b i t i n g  C B F - l / R B P - J k - r e g u l a t e d  
p r o m o t e r  a c t i v i t y  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  a n d  
m R N A  i n  V S M C .  
O v e r e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  1  I C  o r  N o t c h  3  I C  r e v e a l e d  a  s i g r u f i c a n t  d e c r e a s e  i n  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  a n d  m R N A  l e v e l ,  a n  e f f e c t  t h a t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
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i n h i b i t e d  f o l l o w i n g  c o - e x p r e s s i o n  o f  R P M S - 1  o r  d e l t a  R A M  d e l e t e d  N o t c h  
( E D 4 ) ,  a  s e l e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  C B F - l / S K I P  i n t e r a c t i o n .  
I n t e r e s t i n g l y ,  R P M S - 1  o r  E D 4  a l o n e  d o e s n ' t  s e e m  t o  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t  
e n d o g e n o u s  N o t c h  a s  c o m p a r a b l e  p r o t e i n  l e v e l s  of d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  i n  
R P M S - 1 ,  E D 4  a n d  m o c k  t r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  o b s e r v e d .  H o w e v e r ,  Q R T P C R  
d a t a  f o r  a c t i n  m R N A  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  n a t i v e  N o t c h  a n d  
r e s u l t e d  i n  e n h a n c e d  e x p r e s s i o n  o f  a c t i n  i n  R P M S - 1  t r a n s f e c t e d  c e l l s  i n  
c o m p a r i s o n  t o  m o c k - t r a n s f e c t e d  c e l l s .  S u c h  a  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  m R N A  l e v e l  
a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  c a n  b e  e x p l a i n e d  e a s i l y .  I t  n e e d s  t o  b e  r e m e m b e r e d  t h a t  
e e x p r e s s i o n  d a t a  h a v e  t h e i r  o w n  l i m i t a t i o n s .  m R N A  l e v e l s  m a y  n o t  a l w a y s  
r e f l e c t  p r o t e i n  l e v e l s  a n d  e x p r e s s i o n  o f  a  p r o t e i n  m a y  n o t  a l w a y s  h a v e  a  
p h y s i o l o g i c a l  c o n s e q u e n c e .  m R N A  p r o d u c t i o n  p r e c e d e s  t h a t  o f  p r o t e i n  a n d  i f  
t h e y  a r e  e x a m i n e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  t h e y  d o  n o t  a l w a y s  m i r r o r  e a c h  o t h e r  a s  n o t  
a l w a y s  a l l  t h e  m R N A  i s  t o  b e  t r a n s c r i b e d  i n t o  p r o t e i n .  
S u r p r i s i n g l y ,  i n h i b i t i o n  o f  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  s i g n a l i n g  u s i n g  
p h a r m a c o l o g i c a l  i n t e r v e n t i o n  ( b r e f e l d i n  A )  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
N o t c h  1  a n d  3  I C  o r  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s .  N o t c h -  
i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  s e e m e d  t o  b e  u n a f f e c t e d  b y  p r e - t r e a t m e n t  
w i t h  b r e f e l d i n  A .  T h e s e  d a t a  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  N o t c h - i n d u c e d  
c h a n g e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  w e r e  d u e  t o  i m p a i r m e n t  o f  n u c l e a r  
t r a n s c r i p t i o n a l  m a c h i n e r y  b u t  w a s  n o t  d e p e n d e n t  o n  N o t c h  I C  t r a n s l o c a t i o n  t o  
t h e  n u c l e u s .  I n  c o n t r a s t ,  d a t a  r e c e n t l y  o b t a i n e d  b y  o u r  l a b  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
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e x p r e s s i o n  of N o t c h  1  a n d  3  I C  r e q u i r e s  t h e  G o l g i  t r a f f i c k i n g  m e c h a n i s m s  t o  
t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  s i n c e  b r e f e l d i n  A  i n h i b i t e d  N o t c h  I C  s i g n a l l i n g  [ 3 4 ] .  I t  
i s  n o t e w o r t h y  t h a t  i n  t h a t  s t u d y  r a t  V S M C  w e r e  u t i l i s e d ,  w h i l e  t h i s  c u r r e n t  
s t u d y  u s e  h u m a n  V S M C ,  w h i c h  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s ,  
h o w e v e r ,  c o n c r e t e  v e r i f i c a t i o n  of t h e  r o l e  o f  t r a f f i c k i n g  i n h i b i t o r s  i n  N o t c h  I C  
t r a n s l o c a t i o n  i n  h u m a n  S M C  n e e d s  t o  b e  f u r t h e r  e x a m i n e d .  D e s p i t e  t h i s ,  t h e  
d a t a  o b t a i n e d  a b o v e  d e s c r i b e s  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  r e g u l a t i o n  o f  N o t c h  
r e c e p t o r  s i g n a l i n g  f o l l o w i n g  i n h i b i t i o n  o f  C B F - l / R B P - J k - d e p e n d e n t  N o t c h  
s i g n a l i n g  o r  c o n s t i t u t i v e  e x p r e s s i o n  o f  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  N o t c h  I C  r e s u l t e d  i n  
f u n d a m e n t a l  c h a n g e s  i n  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n .  
S i m i l a r  r e s u l t s  f o r  p r o l i f e r a t i o n ,  m i g r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  h a v e  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  b y  c o l l e a g u e s  i n  a  p a r a l l e l  s t u d y  [ 3 4 ] .  
S e v e r a l  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  s t u d y  e f f e c t s  o f  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  o n  c u l t u r e d  V S M C .  M o d e l s  s u c h  a s  t h e  F l e x e r c e l l  S t r a i n  U n i t  
a l l o w  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  of m e c h a n i c a l  s t r a i n  o n  c u l t u r e d  V S M C ,  
b o t h  i n  i s o l a t i o n  a n d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o t h e r  i m p o r t a n t  f a c t o r s  s u c h  a s  
i n d i v i d u a l  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i c e s  [ 3 1 ]  
T h e  c u r r e n t  s t u d y  e v a l u a t e s  t h e  i m p a c t  o f  c y c l i c  m e c h a n i c a l  s t r a i n  o n  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r s  i n  c u l t u r e d  a d u l t  h u m a n  
V S M C .  
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T h i s  s t u d y  f o u n d  t h a t  a p p l i c a t i o n  of m e c h a n i c a l  s t r a i n  i n c r e a s e d  d i f f e r e n t i a t i o n  
m a r k e r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  t h e s e  c e l l s ,  w h i c h  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  o t h e r  
s t u d i e s ,  w h i c h  d o c u m e n t e d  a n  i n c r e a s e  o f  b o t h  a - a c t i n  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  
i t s  p r o m o t e r  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  m e c h a n i c a l  s t r a i n  [ 3 1 ] .  
H a u t m a n n  e t  a l .  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n d u c t i o n  o f  S M - a - a c t i n  e x p r e s s i o n  b y  
m e c h a n i c a l  s t r a i n  i n  a d u l t  V S M C  i s  m e d i a t e d  t h r o u g h  a c t i v a t i o n  o f  J N K  a n d  
p 3 8 ,  m e m b e r s  of t h e  M A  k i n a s e  [ 1 2 8 ] .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  p h y s i o l o g i c  r e s p o n s e  
o f  c e l l s  r e q u i r e s  c o l l a b o r a t i o n  b e t w e e n  s p e c i f i c  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  a n d  
m e c h a n i c a l  f o r c e s .  
T h e r e  i s  a  s p e c u l a t i o n  t h a t  N o t c h ,  a s  o n e  o f  t h e  p o t e n t i a l  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  
m e d i a t i n g  t h e  n u m e r o u s  c e l l  f a t e s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t ,  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  
t r a n s d u c t i o n  of m e c h a n i c a l  s t i m u l i  i n  V S M C .  T h e r e f o r e  t h i s  s t u d y  i n v e s t i g a t e d  
t h e  p u t a t i v e  r o l e  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  m e d i a t i n g  t h e  s t r a i n -  
d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  a c t i v i t i e s  o b s e r v e d  i n  V S M C .  
T h e  g o a l  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  of N o t c h  s i g n a l i n g  i n  
c o n t r o l l i n g  c y c l i c  s t r a i n - i n d u c e d  V S M C  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h i s  s t u d y  s h o w s  f o r  
t h e  f i r s t  t i m e  t h e  n o v e l  f i n d i n g  t h a t  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y  d i c t a t e s  i n  p a r t  
V S M C  f a t e  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  s t i m u l i  f o l l o w i n g  i n j u r y .  V a s c u l a r  i n j u r y  
h a s  b e e n  m o d e l e d  i n  v i t v o  b y  e x a m i n i n g  t h e  e f f e c t  o f  c y c l i c  s t r a i n  o n  V S M C .  
T h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e s  s u b s t a n t i a l  d e c r e a s e  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  e n d o g e n o u s  
N o t c h  1  I C  a n d  N o t c h  3  I C  i n  V S M C  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  s t r a i n ,  w h i c h  i s  
1 5 4  
C O N C L U S I O N S  
a s s o c i a t e d  w i t h  a  c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  H o w  N o t c h  s i g n a l i n g  c o n t r o l s  m e c h a n i c a l  s t r a i n - i n d u c e d  V S M C  
d i f f e r e n t i a t i o n  i s  n o t  y e t  c l e a r l y  i d e n t i f i e d .  D o w n s t r e a m  t a r g e t  g e n e s  o f  N o t c h  
s i g n a l i n g  m a y  d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y  s t i m u l a t e  p r o m o t e r  a c t i v i t y  o f  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  g e n e s .  D i s c o v e r y  o f  c o m m o n  s e q u e n c e  e l e m e n t s  b e t w e e n  
d i f f e r e n t i a t i o n  m a r k e r  p r o m o t e r s  a n d  N o t c h  t a r g e t  g e n e s  c o u l d  b r i n g  t h i s  
h y p o t h e s i s  c l o s e r  t o  t h e  t r u t h .  
S e v e r a l  r e c e n t  d a t a  d e m o n s t r a t e d  t h a t  m y o c a r d i n  p l a y s  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  
r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  e n c o d i n g  S M C  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s  [ I 2 9 1  a n d  
t h a t  i t  i s  s t i m u l a t e d  b y  a n g i o t e n s i n  11, a  k n o w n  a - a c t i n - s t i m u l a t i n g  f a c t o r  [ 3 1 ] .  
M o r e o v e r ,  W a n g  e t  a l .  s u g g e s t e d  t h a t  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  m y o c a r d i n  b y  
A n g  II m i g h t  e n h a n c e  i n t e r a c t i o n  o f  m y o c a r d i n  w i t h  S R F  d i m e r s  b o u n d  t o  t h e  
t w o  5 '  C A r G  e l e m e n t s  o f  t h e  S M  a - a c t i n  p r o m o t e r  ( i e ,  C A r G s  B  a n d  A ) ,  a n d  
t h e r e b y  s t i m u l a t e  S M  a - a c t i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  [ 1 2 9 ] .  
W h e t h e r  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y ,  w i t h  o r  w i t h O u t  o t h e r  s i g n a l i n g  
p a t h w a y s ,  c o n t r i b u t e s  t o  m y o c a r d i n  o r  o t h e r  f a c t o r - i n d u c e d  s t i m u l a t i o n  o f  S M  
a - a c t i n  s t i l l  r e m a i n s  u n k n o w n .  H o w e v e r ,  i m p l i c a t i o n s  o f  N o t c h  s i g n a l l i n g  i n  t h e  
c a s c a d e  o f  b e h a v i o r a l  c h a n g e s  t h e  c e l l  u n d e r g o e s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o r  
f o l l o w i n g  v a s c u l a r  i n j u r y ,  k e e p  t h i s  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  a  c e n t e r  o f  i n t e r e s t  
a n d  a s  a  p o t e n t i a l  a r b i t e r  o f  v a s c u l a r  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s .  
CONCLUSIONS 
In condusion, this study focused on the presence and the over-expression of the 
IC portion of the receptor, CBF-l/RBP-Jk dependent signaling and investigated 
the cytoplasmatic localization of Notch IC in HVSMC. In addition, this study 
presents the novel finding that both Notch I IC and Notch 3 IC signal via a 
CBF-I/RBP-Jk dependent pathway in HVSMC and that Notch signaling dictates 
in part vascular smooth muscle ceII differentiation in response to mechanical 
stimuli following injury. Although i f  was not possible to address many 
besetting questions, hture studies win shed new light on this undoubtedly 
exciting theory. 
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e n d o t h e l i u r n ,  s m o o t h  m u s c l e ,  a n d  m a t r i x .  J  C a r d i o v a s c  P h a r m a c .  1 9 9 3 ;  
2 1 :  S l l - S 1 7  
3 9 .  
R e u s c h  P ,  W a g d y  H I  R e u s c h  R ,  W i l s o n  E .  M e c h a n i c a l  s t r a i n  i n c r e a s e s  
s m o o t h  m u s c l e  a n d  d e c r e a s e s  n o n m u s c l e  m y o s i n  e x p r e s s i o n  i n  r a t  
v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  C i r c  R e s .  1 9 9 6 ;  7 9 :  1 0 4 6 - 1 0 5 3 .  
4 0 .  
W e i s s b e r g  P L ,  C l e s h a r n  G J ,  B e n n e t t  M R .  I s  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  b e n e f i c i a l ?  L a n c e t .  1 9 9 6  F e b  3 ;  3 4 7 ( 8 9 9 7 ) :  3 0 5 - 7 .  
4 1 .  C a p p a d o n a  C ,  R e d m o n d  E M ,  T h e o d o r a k i s  N G ,  M c K i l l o p  I H ,  
H e n d r i c k s o n  R ,  C h h a b r a  A ,  S i t z m a n n  J V ,  C a h i l l  P A .  P h e n o t y p e  
d i c t a t e s  t h e  g r o w t h  r e s p o n s e  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  t o  p u l s e  
p r e s s u r e  i n  v i t r o .  E x p  C e l l  R e s .  1 9 9 9  J u l 1 0 ;  2 5 0 ( 1 ) : 1 7 4 - 8 6 .  
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4 2 .  
U y t t e n d a e l e  H ,  M a r a z z i  G ,  W u  G I  Y a n  Q ,  S a s s o o n  D ,  K i t a j e w s k i  J .  
N o t c h 4 R n t - 3 ,  a  m a m m a r y  p r o t o - o n c o g e n e ,  i s  a n  e n d o t h e l i a l  c e l l -  
s p e c i f i c  m a m m a l i a n  N o k h  g e n e .  D e v e l o p m e n t .  1 9 9 6 ;  1 2 2 :  2 2 5 1 - 2 2 5 9 .  
4 3 .  
H a y a s h i  K ,  S a g a  H ,  Q r i m o r i  Y ,  K i r n u r a  K ,  Y a m a n a k a  'i, S o h u e  K .  
D i f f e r e n t i a t e d  p h e n o t y p e  o f  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  d e p e n d s  o n  s i g n a l i n g  
p a t h w a y s  t h r o u g h  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  
3 - k i n a s e .  J  BioZ C h e m .  1 9 9 8 ;  3 0 ;  2 7 3 ( 4 4 ) :  2 8 8 6 0 - 7 .  
4 4 .  
F r a n c o  d e l  A m o  F ,  S m i t h  D E ,  S w i a t e k  P J ,  G e n d r o n - M a g u i r e  M ,  
G r e e n s p a n  R J ,  M c M a h m  A P ,  G r i d l e y  T .  E x p r e s s i o n  p a t t e r n  of N o t c h ,  a  
m o u s e  h o m o l a g  o f  D m o p k i l n  N o f c h ,  s u g g e s t s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  
e a r l y  p o s t i m p l a n t a t i o n  m o u s e  d e v e Z o p m e n t  D e v e l o p m e n t .  1 9 9 2 ;  1 1 5 :  
7 3 7 - 7 4 5 .  
4 5 .  
N i s h i s h i t a  T I  L i n  P C .  A n g i o p o i e t i n  1, P D G F - B ,  a n d  T G F - b  G e n e  
R e g u l a t i o n  i n  E n d o t h e l i a l  C e l l  a n d  S m o o t h  M u s c l e  C e l l  I n t e r a c t i o n .  I  
C e l l  B i o c h .  2 0 0 4 ;  9 1 : 5 8 4 - 5 9 3 .  
4 6 .  R e a u m e  A G ,  C o n l o n  R A ,  Z i m g i b l  R ,  Y a m a g u c h i  TI', R o s s a n t  
E x p r e s s i o n  a n a l y s i s  of a  N o t c h  h o m o l o g u e  i n  t h e  m o u s e  e m b r y o .  J .  
D e v .  B i o l .  1 9 9 2 ;  1 5 4 :  3 7 7 - 3 8 7 .  
4 7 .  
S h i r a y o s h i  Y ,  Y u a s a  Y, S u z u k i  T ,  S u g a y a  K ,  K a w a s e  E ,  I k e m u r a  T :  
P r o t o - o n c o g e n e  of i n t - 3 ,  a  m o u s e  N o t c h  h o m o l o g u e ,  i s  e x p r e s s e d  i n  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  d u r i n g  e a r l y  e m b r y o g e n e s i s .  G e n e s  C e l l s .  1 9 9 7 ;  2 :  2 1 3 -  
2 2 4 .  
4 8 .  
S h u t t e r  J R ,  S c u l l y  S ,  F a n  W ,  R i c h a r d s  W G ,  K i t a j e w s k i  J ,  D e b l a n d r e  G A ,  
K i n t n e r  C R ,  S t a r k  K L .  D114, a  n o v e l  N o t c h  l i g a n d  e x p r e s s e d  i n  a r t e r i a l  
e n d o t h e l i u m .  G e n e s  D m .  2 0 0 0 ;  1 4 :  ' 1 3 1 3 - 1 3 1 8 .  
4 9 .  
Toutel A ,  A n d r m x  F ,  G a u I i s  S ,  D o m e n g a  V ,  C e c i l l o n  M ,  B a t t a i l  N ,  P i g s  
N ,  C h a p o n  F ,  G o d f m i n  C ,  T o u m i e r - L a s s e r v e  E .  T h e  e c t o d o m a i n  o f  t h e  
n o t c h  3  r e c e p t o r  a c c u m u l a t e s  w i t h i n  t h e  c e r e b r o v a s c u l a t u r e  o f  
C A D A S I L  p a t i e n t s .  J .  C l i n .  I n v e s t .  2 0 0 0 ;  1 0 5 :  5 9 7 - 6 0 5 .  
5 0 .  
L e i r n e i s t e r  C ,  S c h u m a c h e r  N ,  S t e i d l  C ,  G e s s l e r  M .  A n a l y s i s  o f  H e y L  
e x p r e s s i o n  i n  w i l d - t y p e  a n d  N o t c h  p a t h w a y  m u t a n t  m o u s e  e m b r y o s . .  
M e c h .  D e v .  2 0 0 0 ;  9 8 :  1 7 5 4 7 8 .  
5 1 .  
R a o  P K ,  D o r s c h  M ,  C h i c k e r i n g  T ,  Z h e n g  G ,  J i a n g  C ,  G o o d e a r l  A ,  
K a d e s c h  T I  M c C a r t h y  S .  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  n o t c h  
l i g a n d  d e l t a 4 .  E x p .  C e l l  R e s .  2 0 0 0 :  2 6 0 :  3 7 9 - 3 8 6 .  
5 2 .  
X u e  Y ,  G a o  X ,  L i n d s e l l  C E ,  N o r t o n  C R ,  C h a n g  B ,  H i c k s  C ,  G e n d r o n -  
M a g u i r e  M ,  R a n d  E B ,  W e i n m a s t e r  G ,  G r i d l e y  T .  E m b r y o n i c  l e t h a l i t y  
a n d  v a s c u l a r  d e f e c t s  i n  m i c e  l a c k i n g  t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l .  H u m .  
M o l .  G e n e t .  1 9 9 9 ;  8 :  7 2 3 - 7 3 0 .  
5 3 .  
K r e b s  L T ,  X u e  Y ,  N o r t o n  G R ,  S h u t t e r  J R ,  M a g u i r e  M ,  S u n d b e r g  J P ,  
G a l l a h a n  D ,  C l o s s o n  V ,  K i t a j e w s k i  J ,  C a l l a h a n  R .  N o t c h  s i g n a l i n g  i s  
e s s e n t i a l  f o r  v a s c u l a r  m o r p h o g e n e s i s  i n  m i c e .  G e n e s  D e v .  2 0 0 0 ;  1 4 :  
1 3 4 3 - 1 3 5 2 .  
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5 4 .  I s o  T, H a m a r n o r i  Y, K e d e s  L .  N o t c h  S i g n a l i n g  i n  V a s c u l a r  
D e v e l o p m e n t .  A r t e r i o s c l e r  T h r o r n b  V a s c  B i o l .  2 0 0 3 ;  2 3 :  5 4 3 - 5 5 3 .  
5 5 .  
J o u t e l  A ,  C o r p e c h o t  C ,  D u c r o s  A ,  V a b e d i  K ,  C h a b r i a t  H I  M o u t o n  P ,  
A l a r n o w i t c h  S ,  D o m e n g a  V ,  C e c i l l i o n  I d ,  M a r e c h a l  E l  M a c i a z e k  J ,  
V a y s s i e r e  C ,  C r u a u d  C ,  C a b a n i s  E A ,  R u c h o u x  M M ,  W e i s s e n b a c h  J ,  
B a c h  J F ,  B o u s s e r  M G ,  T o u r n i e r - L a s s e r v e  E .  N o t c h 3  m u t a t i o n s  i n  
C A D A S I L ,  a  h e r e d i t a r y  a d u l t - o n s e t  c o n d i t i o n  c a u s i n g  s t r o k e  a n d  
d e m e n t i a .  N a t u r e .  1 9 9 6 ;  3 8 3 :  7 0 7 - 7 1 0 .  
5 6 .  
A r t a v a n i s - T s a k o n a s  S ,  R a n d  M I  L a k e  R J .  N o t c h  s i g n a l i n g :  c e l l  f a t e  
c o n t r o l  a n d  s i g n a l  i n t e g r a t i o n  i n  d e v e l o p m e n t .  S c i e n c e . 1 9 9 9 ;  2 8 4 :  7 7 0 -  
7 7 6 .  
5 7 .  
S c h r o e t e r  E H ,  K i s s l i n g e r  J A ,  K o p a n  R .  N o t c h - 1  s i g n a l l i n g  r e q u i r e s  
l i g a n d - i n d u c e d  p r o t e o l y t i c  r e l e a s e  o f  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n .  N a t u r e  
1 9 9 8 ;  3 9 3 :  3 8 2 - 6 .  
5 8 .  
M u m m  J S ,  K o p a n  R ,  N o t c h  s i g n a l i n g :  f r o m  t h e  o u t s i d e  i n .  D e v  B i o l .  
2 0 0 0 ;  2 2 8 :  1 5 1 - 1 6 5  
5 9 .  
K a o  H Y ,  O r d e n t l i c h  P I  K o y a n o - N a k a g a w a  N ,  T a n g  2 ,  D o m e s  M ,  
K i n t n e r  C R ,  e t  a l .  A  h i s t o n e  d e a c e t y l a s e  c o r e p r e s s o r  c o m p t e x  r e g u l a t e s  
t h e  N o t c h  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y .  G e n e s  D e v  1 9 9 8 ;  2  2 :  2 2 6 9 - 7 7 .  
6 0 .  
Z h o u  S ,  F u j i m u r o  M I  H s i e h  J J ,  C h e n  L ,  M i y a m o t o  A ,  W e i n m a s t e r  G ,  e t  
a ] .  S I W ,  a  C B F 1 - a s s o c i a t e d  p r o t e i n ,  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  a n k y r i n  r e p e a t  
d o m a i n  o f  N o t c h I C  t o  f a c i l i t a t e  N o t c h I C  f u n c t i o n .  M o l  C e l l  B i o l  2 0 0 0 ;  
2 0 : 2 4 0 0 - 1 0 .  
6 1 .  
R a d t k e  F ,  R a j  K  T h e  r o l e  o f  N o t c h  i n  t u m o r i g e n e s i s :  o n c o g e n e  o r  
t u m o u r  s u p p r e s s o r ?  N u t  R e v  C a n c e r .  2 0 0 3 ;  3 : 7 5 6 - 6 7 .  
6 2 .  
T a n i g u c h i  Y, K a r l s t r o m  H ,  L u n d k v i s t  J ,  M i z u t a n i  T ,  O t a k a  A ,  V e s t l i n g  
M I  e t  a l .  N o t c h  r e c e p t o r  c l e a v a g e  d e p e n d s  o n  b u t  i s  n o t  d i r e c t l y  
e x e c u t e d  b y  p r e s e n i l i n s .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  U S A  2 0 0 2 ; 9 9 :  4 0 1 4 - 9 .  
6 3 .  B a r o n  M .  A n  o v e r v i e w  o f  t h e  N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y .  S e m i n a r s  i n  
C e l l  8  D e v e l o p m e n t a l  B i o l o g y .  2 0 0 3 ;  1 4 :  1 1 3 - 1 1 9  
6 4 .  B l a u m u e l l e r  C M ,  Q i  H I  Z a g o u r a s  P I  A r t a v a n i s - T s a k o n a s  S .  
I n t r a c e l l u l a r  c l e a v a g e  o f  N o t c h  l e a d s  t o  a  h e t e r o d i m e r i c  r e c e p t o r  o n  t h e  
p l a s m a  m e m b r a n e .  C e l l  1 9 9 7 ;  9 0 :  2 8 1 - 9 1 .  
6 5 .  
R a n d  M D ,  G r i m m  L M ,  A r t a v a n i s - T s a k o n a s  S, P a t r i u b  V ,  B l a c k l o w  S C ,  
S k l a r  J ,  e t  a l .  C a l c i u m  d e p l e t i o n  d i s s o c i a t e s  a n d  a c t i v a t e s  h e t e r o d i m e r i c  
N o t c h  r e c e p t o r s .  M o l  C e l l  B i o l 2 0 0 0 ;  2 0 :  1 8 2 5 - 3 5 .  
6 6 .  
J a r r i a u l t  S ,  L e  B a i l  0 ,  H i r s i n g e r  E l  P o u r q u i e  0 ,  L o g e a t  F ,  S t r o n g  C F ,  e t  
a l .  D e l t a - 1  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h - 1  s i g n a l i n g  r e s u l t s  i n  H E S - 1  
t r a n s a c t i v a t i o n .  M o l  C e l l  B i o l l 9 9 8 ;  1 8 :  7  4 2 3 - 7 4 3 1 .  
6 7 .  
B u s h  G J  d i S i b i o  G, M i y a m o t o  A ,  D e n a u l t  J B ,  L e d u c  R ,  W e i n m a s t e r  G .  
L i g a n d - i n d u c e d  s i g n a l i n g  i n  t h e  a b s e n c e  o f  F u r i n  p r o c e s s i n g  o f  N o t c h -  
1 .  D m  B i o l 2 0 0 1 ;  2 2 9 :  4 9 4 - 5 0 2 .  
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K i d d  S ,  L i e b e r  T. F u r i n  c l e a v a g e  i s  n o t  a  r e q u i r e m e n t  f o r  D r o s o p h i l a  
N o t c h  f u n c t i o n .  M e c h  D e v  2 0 0 2 ; 1 1 5 : 4 1 - 5 1 .  
P a n  D, R u b i n  G M .  K u z b a n i a n  c o n t r o l s  p r o t e o I y t i c  p r o c e s s i n g  o f  N o t c h  
a n d  m e d i a t e s  l a i e r a i  i n h i b i t i o n  d u r i n g  D r o s o p h i l a  a n d  v e r t e b r a t e  
n e u r o g e n e s i s .  C e l l  1 9 9 7 ;  9 0 :  2 7 1 - 8 0 .  
Q i  H ,  R a n d  M D ,  W u  X ,  S e s t a n  N ,  W a n g  W ,  R a k i c  P I  e t  a l .  P r o c e s s i n g  o f  
t h e  N o t c h  l i p n d  D e l t a  b y  t h e  m e k a l l o p r o t e a s e  K u z b a n i a n .  S c i e n c e  1 9 9 9 ;  
2 8 3 :  9 1 4 .  
S u n  X I  A r t a v a n i s - T s a k o n a s  S .  S e c r e t e d  f o r m s  of d e l t a  a n d  s e r r a t e  
d e f i n e  a n t a g o n i s t s  of N o t c h  s i g n a l i n g  i n  D r o s o p h i l a .  D e v e l o p m e n t  1 9 9 7 ;  
1 2 4 :  3 4 3 9 4 8 .  
R e n a u d  0 ,  S i m p s u n  P .  S c a b r o u s  m o d i f i e s  e p i t h e l i a l  c e l l  a d h e s i o n  a n d  
e x t e n d s  t h e  r a n g e  o f  l a t e r a l  s i g n a l l i n g  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  
s p a c e d  b r i s t l e  p a t t e r n  i n  D r o s o p h i l a .  D e v  B i o l 2 0 0 1 ;  2 4 0 :  3 6 1 - 7 6 .  
B r o u  C ,  L o g e a t  F ,  G u p t a  N ,  B e s s i a  C ,  L e B a i l  0 ,  D o e d e n s  J R ,  e t  a l .  A  
n o v e l  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  i n v o l v e d  i n  N o t c h  s i g n a l i n g :  t h e  r o l e  o f  t h e  
d i s i n t e g r i n - m e t a l l o p r o t e a s e  T A C E .  M o l  C e l l  2 0 0 0 ;  5: 2 0 7 - 1 6 .  
L i e b e r  T I  K i d d  S f  Y o u n g  M W .  K u z b a n i a n - m e d i a t e d  c l e a v a g e  o f  
D r q h i l a  N o t c h .  G e n e s  D m  2 0 0 2 ;  1 6 :  2 0 9 - 2 1 .  
S c h m t e r  E H ,  K i s s l i n g e r  J A ,  K o p a n  R .  N o t c h - 1  s i g n a l l i n g  r e q u i r e s  
l i g a n d - i n d u c e d  p m t e o l y t i c  r e l e a s e  o f  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n .  N a t u r e  1 9 9 8 ;  
3 9 3 :  3 8 2 - 6 .  
D o n o v i e l  D B ,  H a d j a n t o n a k i s  A K ,  I k e d a  M I  Z h e n g  H ,  H y s l o p  P S I  
B e r n s t e i n  A .  M i c e  l a c k i n g  b o t h  p r e s e n i l i n  g e n e s  e x h i b i t  e a r l y  
e m b r y o n i c  p a t t e r n i n g  d e f e c t s .  G e n e s  D e v  1 9 9 9 ;  1 3 :  2 8 0 1 - 1 0 .  
H a a s s  C ,  D e  S t r o o p e r  B .  T h e  P r e s e n i l i n s  i n  A l z h e i m e r ' s  d i s e a s e -  
p r o t e o l y s i s  h o l d s  t h e  k e y .  S c i e n c e  1 9 9 9 ;  2 8 6 :  9 1 6 - 9 .  
Z h a n g  Z ,  N a d e a u  P I  S o n g  W ,  D o n o v i e 1  D l  Y u a n  M I  B e r n s t e i n  A ,  e t  a l .  
P r e s e n i l i n s  a r e  r e q u i r e d  f o r  g a m m a - s e c r e t a s e  c l e a v a g e  o f  b e t a - A P P  a n d  
t r a n s m e m b r a n e  c l e a v a g e  of N o t c h - 1 .  N a t  C e l l  B i o l 2 0 0 0 ;  2 :  4 6 3 - 5 .  
H u  Y ,  Y e  Y, F o r t i n i  M E .  N i c a s t r i n  i s  r e q u i r e d  f o r  g a m m a - s e c r e t a s e  
c l e a v a g e  o f  t h e  D r o s o p h i l a  N o t c h  r e c e p t o r .  D e v  C e l l  2 0 0 2 ;  2 :  6 9 - 7 8 .  
E s l e r  W P ,  K i m b e r l y  W T ,  O s t a s z e w s k i  B L ,  D i e h l  T S ,  M o o r e  C L ,  T s a i  f l ,  
e t  a l .  T r a n s i t i o n - s t a t e  a n a l o g u e  i n h i b i t o r s  o f  g a m m a - s e c r e t a s e  b i n d s  
d i r e c t l y  t o  p r e s e n i l i n - 1 .  N a t  C e l l  B i o l 2 0 0 0 ;  2 :  4 2 8 - 3 4 .  
M o e h ' t m a n n  T ,  W i n k l e r  E ,  X i a  X ,  E d b a u e r  D l  M u r r e l l  J ,  C a p e l l  A ,  e t  a l .  
P r e s e n i l i n - 1  m u t a t i o n s  o f  l e u c i n e  1 6 6  e q u a l l y  a f f e c t  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
t h e  N o t c h  a n d  A P P  i n t r a c e l I u l a r  d o m a i n  i n d e p e n d e n t  o f  t h e i r  e f f e c t  o n  
A b e t a  4 2  p r o d u c t i o n .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  U S A  2 0 0 2 ;  9 9 :  8 0 2 5 - 3 0  
S a x e n a  M T ,  S c h r o e t e r  E H ,  M u m m  J S ,  K o p a n  R .  M u r i n e  N o t c h  
h o m o l o g s  ( N 1 - 4 )  u n d e r g o  P r e s e n i l i n - d e p e n d e n t  p r o t e o l y s i s .  J  B i o l  
C h e m  2 0 0 1 ;  2 7 6 :  4  0 2 6 8 - 4 0 2 7 3 .  
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T a n i g u c h i  Y, K a r l s t r o m  H I  L u n d k v i s t  J ,  M i z u t a n i  T I  O t a k a  A .  N o t c h  
r e c e p t o r  c l e a v a g e  d e p e n d s  o n  b u t  i s  n o t  d i r e c t l y  e x e c u t e d  b y  
p r e s a r i I i n s .  P m  N a t l  A c a d  S c i  U  S  A .  2 0 0 2 ;  1 9 ;  9 9 :  4 0 1 4 - 9  
H u b b a r d  E J ,  W u  G ,  K i t a j e w s k i  5 ,  G r e e n w a l d  I .  s e l - 1 0 ,  a  n e g a ~ v e  
r e g u l a t o r  of l i r r 1 2  a c t i v i t y  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s ,  e n c o d e s  a  m e m b e r  
o f  t h e  C D C 4  f a m i l y  of p r o t e i n s .  G e n e s  D e v  1 9 9 7 ;  11: 3 1 8 2 - 9 3 .  
O b e r g  C ,  L i  J, P a u l e y  A ,  W o l f  E l  G u r n e y  M I  L e n d a h l  U .  T h e  N o t c h  
i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  i s  u b i q u i t i n a t e d  a n d  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e d  b y  t h e  
m a m m a l i a n  S e l - 1 0  h o m o l o g .  J  B i o l  C h e m  2 0 0 1 ;  2 7 6 :  3 5 8 4 7 - 5 3 .  
C o r n e l l  M I  E v a n s  D A ,  M a n n  R, F o s t i e r  M I  F l a s z a  M ,  M o n t h a t o n g  M ,  e t  
a l .  The D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  S u p p r e s s o r  o f  d e l t e x  g e n e ,  a  r e g u l a t o r  o f  
t h e  N o t c h  r e c e p t o r  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i s  a n  E 3  c l a s s  u b i q u i t i n  l i g a s e .  
G e n e t i c s  1 9 9 9 ;  1 5 2 :  5 6 7 - 7 6 .  
Q i u  L., J o a z e i r o  C ,  F a n g  N ,  W a n g  H Y ,  E l l y  C ,  A l t m a n  Y ,  e t  a l .  
R e c o g n i t i o n  a n d  u b i q u i t i n a t i o n  o f  N o t c h  b y  I t c h ,  a  h e c t - t y p e  E 3  
u b i q u i t i n  l i g a s e .  J  B i o l  C h e m  2 0 0 0 ;  2 7 5 :  3 5 7 3 4 - 7 .  
B r u c k n e r  K ,  P e r e z  L, C l a u s e n  H I  C o h e n  S .  G l y c o s y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  
o f  F r i n g e  m o d u l a t e s  N o t c h - D e l t a  i n t e r a c t i o n s .  N a t u r e .  2 0 0 0 ;  4 0 6 :  4 1 1 -  
4 1 5 .  
H i c k s  C ,  J o h n s t o n  S H ,  d i s i b i o  G I  C o l l a z o  A ,  V o g t  T F ,  W e i n m a s t e r  G .  
F r i n g e  d i f f e r e n t i a l l y  m o d u l a t e s  J a g g e d 1  a n d  D e l t a 1  s i g n a l i n g  t h r o u g h  
N o t c h 1  a n d  N o t c h 2  N a t  G e l 1  B i o I .  2 0 0 0 ;  2 :  5 1 5 - 5 2 0 .  
H a y n e s  N ,  I r v i n e  K .  G l y c o s y l a t i o n  r e g u l a t e s  N o t c h  s i g n a l i n g .  N a t u r e .  
2 0 0 3 ;  4: 7 8 6 - 7 9 7  
S h i  S, S t a n l e y  P .  P r o t e i n  0 - f u c o s y l t r a n s f e r a s e  1  i s  a n  e s s e n t i a l  
c o m p o n e n t  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  p a t h w a y s .  P N A S .  2 0 0 3 ;  1 0 0 :  5 2 3 4 - 5 2 3 9  
G r i d l e y  T .  N o t c h  s i g n a l i n g  a n d  i n h e r i t e d  d i s e a s e  s y n d r o m e s .  H u m a n  
M o l e c u l a r  G e n e t i c s ,  2 0 0 3 ;  1 2 :  R 9 - R 1 3  
C h e n  e t  a l . ,  C h e n ,  H . ,  A .  T h i a g a l i n g a m ,  H .  C h o p r a ,  M .  W .  B o r g e s ,  J .  N .  
F e d e r ,  B. D -  W i n ,  S .  1 3 .  B a y l i n ,  a n d  D .  W .  B a l l .  C o n s e r v a t i o n  o f  t h e  
D r o o s o p h i l a  h k r a 1  i n h i b i t i o n  p a t h w a y  i n  h u m a n  l u n g  c a n c e r :  a  h a i r y -  
r e l a t e d  p m t e i n  ( H E S - I )  d i r e c t l y  r e p r e s s e s  a c h a e t e - s a t e  h o m o l o g - 1  
e x p r e s s i o n .  P m .  N a t l .  A c a d .  S c i .  1 9 9 7 ;  9 4 : 5 3 5 5 - 5 3 6 0 .  
I s o  T ,  S a r t o r e l l i  V, P o i z a t  C ,  I e z z i  S ,  W u  H Y ,  C h u n g  G ,  K e d e s  L ,  
H a m a m o r i  Y- b H E R P ,  a  n o v e l  h e t e r o d i m e r  p a r t n e r  o f  H E S I E ( s p 1 )  i n  
N o t c h  s i g n a l i n g .  M o l  C e l l  B i o l .  2 0 0 1  S e p ; 2 1 ( 1 7 ) : 6 0 8 0 - 9 .  
C a r n p o s  A H ,  W a n g  W ,  P o l l m a n  M J ,  G i b b o n s  G H .  D e t e r m i n a n t s  o f  
N o t c h - 3  R e c e p t o r  E x p r e s s i o n  a n d  S i g n a l i n g  i n  V a s c u l a r  S m o o t h  
M u s c l e  C e l l s .  I m p l i c a t i o n s  i n  C e l l - C y c l e  R e g u l a t i o n .  C i r c  R e s .  2 0 0 2 ;  9 1 :  
9 9 9 - 1 0 0 6 .  
M a s s a r i  M E ,  M u r r e  C .  H e l i x  -  l o o p  -  h e l i x  p r o t e i n s :  r e g u l a t o r s  o f  
t r a n s c r i p t i o n  i n  e u c a r y o t i c  o r g a n i s m s .  M o l  C e l l  B i o l .  2 0 0 0  J a n ;  2 0 ( 2 ) :  
4 2 9 - 4 0  
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9 7 .  
J e n n i n g s  e t  a l .  T a r g e t  s p e c i f i c i t i e s  o f  D r o s o p h i l a  e n h a n c e r  o f  s p l i t  b a s i c  
h e l i x - l o o p - h e l i x  p r o t e i n s .  M o l  C e l l  B i o l .  1 9 9 9  J u l ;  1 9 ( 7 ) : 4 6 0 0 - 1 0 .  
9 8 .  
I s o  T I  k e & s  L ,  h a m a m o r i  Y .  H e s  a n d  h e r p  f a m i l i e s :  m u l t i p l e  e f f e c t o r s  
o f  t h e  N o t c h  S i g n a l i n g  p a t h w a y .  J  C e l l  P h y s  1 9 4 : 2 3 7 - 2 5 5  ( 2 0 0 3 )  
9 9 .  
Z h o n g  T P ,  R o s e n b e r g M ,  M o h i d e e n  P K ,  W e i n s t e i n  B ,  F i s h m a n  M C .  
G r i d l o c k ,  a n  H L H  G e n e  R e q u i r e d  f o r  A s s e m b l y  of t h e  A o r t a  i n  
Z e b r a f i s h .  S c i e n c e .  2 0 0 0 ;  2 8 7 :  5 4 5 9 ;  1 8 2 0 - 1 8 2 4 .  
1 0 0 .  B e s s h o  Y ,  M i y o s h i  G I  S a k a t a  R ,  K a g e y a r n a  R .  H e s 7 :  a  b H L H - t y p e  
r e p r e s s o r  g e n e  r e g u l a t e d  b y  N o t c h  a n d  e x p r e s s e d  i n  t h e  p r e s o m i t i c  
m e s o d e r m .  G e n e s  C e l l s .  2 0 0 1 ;  6 ( 2 ) : 1 7 5 - 8 5 .  
1 0 1 .  L a i  E C .  N o t c h  s i g n a l i n g :  c o n t r o l  o f  c e l l  c o m m u n i c a t i o n  a n d  c e l l  f a t e .  
D e v e l o p m e n t .  2 0 0 4 ;  1 3 1 :  9 6 5 - 9 7 3  
1 0 2 .  O h t s u k a  T, I s h i b a s h i  M, G r a d w o h l  G ,  N a k a n i s h i  S .  H e s l  a n d  H e s 5  
e f f e c t o r s  i n  m a m m a l i a n  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  E M B O  1 .  1 9 9 9 ;  1 8 ;  
2 1 9 6 - 2 2 0 7 .  
1 0 3 .  M i e l e  L, O s b o r n e  B .  A r b i t e r  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  d e a t h :  N o t c h  
s i g n a l i n g  m e e t s  a p o p t o s i s .  J  C e l l  P h y s .  1 9 9 9 ;  1 8 1 :  3 9 3 - 4 0 9  
1 0 4 .  W a n g  W ,  P r i n c e  C Z ,  H u  X ,  P o l l m a n  M J .  H R T l  m o d u l a t e s  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s .  B i o c h  B i o p h  R e s  C o r n .  
2 0 0 3 ;  3 0 8 :  5 9 6 - 6 0 1  
1 0 5 .  T o m i t a  K ,  I s h i b a s h i  M. M a m m a l i a n  h a i r y  a n d  e n h a n c e r  o f  s p l i t  
h o m o l o g  1  r e g u l a t e s  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  r e t i n a l  n e u r o n s  a n d  i s  e s s e n t i a l  
f o r  e y e  m o r p h o g e n e s i s .  N e u r o n . 1 9 9 6 ;  1 6 ;  7 2 3 - 7 3 4  
1 0 6 .  A u s t i n  C P ,  F e l d m a n  D E ,  I d a  J A  J r ,  C e p k o  C L .  V e r t e b r a t e  r e t i n a l  
g a n g l i o n  c e l l s  a r e  s e l e c t e d  f r o m  c o m p e t e n t  p r o g e n i t o r s  b y  t h e  a c t i o n  o f  
N o t c h .  D e v e l o p m e n t .  1 9 9 5 ;  1 2 1 :  3 6 3 7 - 3 6 5 0  
1 0 7 .  S c h w e i s g u t h  F .  R e g u l a t i o n  o f  N o t c h  S i g n a l i n g  A c t i v i t y .  C u r r e n t  B i o l o g y .  
2 0 0 4 ;  1 4 :  R 1 2 9 - R 1 3 8 .  
1 0 8 .  W a n g  S ,  S d r u l l a  A D ,  d i s i b i o  G ,  B u s h  G .  N o t c h  r e c e p t o r  a c t i v a t i o n  
i n h i b i t s  o l i g o d e n d r o c y t e  d i f f e r e n t i a t i o n .  N e u r o n . 1 9 9 8 ;  2 1 :  6 3 - 7 5 .  
1 0 9 .  K o p a n  R, S c h r o e t e r  E H ,  W e i n t r a u b  H ,  N y e  J S .  S i g n a l  t r a n s d u c t i o n  b y  
a c t i v a t e d  N o t c h :  i m p o r t a n c e  o f  p r o t e o l y t i c  p r o c e s s i n g  a n d  i t s  
r e g u l a t i o n  b y  t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i .  1 9 9 6 ;  9 3 :  
1 6 8 3 - 1 6 8 8 .  
1 1 0 .  H o n g y i n g  T T - P ,  W a l k e r  L ,  B r o w n i n g  D ,  M i y a m o t o  A ,  W e i n m a s t e r  G I  
G a s s o n  J C .  N o t c h  s i g n a l i n g  e n h a n c e s  s u r v i v a l  a n d  a l t e r s  d i f f e r e n t i a t i o n  
o f  3 2 D  m y e l o b l a s t s .  A m  A s s o c  I m m  2 0 0 0 ;  1 6 5 :  4 4 2 8 - 2 2 3 6  
1 1 1 .  L a w s o n  D N ,  S c h e e r  N ,  P h a m  V N ,  K i m  C H ,  C h i t n i s  A B ,  C a m p o s -  
O r t e g a  J A ,  W e i n s t e i n  B M .  N o t c h  s i g n a l i n g  i s  r e q u i r e d  f o r  a r t e r i a l -  
v e n o u s  d i f f e r e n t i a t i o n  d u r i n g  e m b r y o n i c  v a s c u l a r  d e v e l o p m e n t .  
D e v e l o p m e n t .  2 0 0 1 ;  1 2 8 :  3 6 7 5 - 3 6 8 3  
1 1 2 .  F o r t i n i  M E ,  A r t a v a n i s - T s a k o n a s  S .  T h e  s u p p r e s s o r  o f  h a i r l e s s  p r o t e i n  
p a r t i c i p a t e s  i n  n o t c h  r e c e p t o r  s i g n a l i n g .  C e l l .  1 9 9 4 ;  7 9 :  2 7 3 - 2 8 2 .  
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1 1 3 .  K m n t z  I D ,  E c c o l i  D A ,  S p i n n e r  N B .  A l a g i l l e  s y n d r o m e .  J  M e d  G e n e t .  
1 9 9 7 ;  3 4 :  1 5 2 - 1 5 7 .  
1 1 4 .  W a t a s e  M ,  A w o l e s i  M A ,  R i c o t t a  J ,  S u m p i o  B E .  E f f e c t  of p r e s s u r e  o n  
d t u r e d  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  L q e  S c i .  1 9 3 7 ;  6 1  j 1 0 j : 9 8 7 - 3 6 .  
1 1 5 .  G i b b o n s  G H ,  D z a u  V J .  T h e  e m e r g i n g  c o n c e p t  o f  v a s c u l a r  r e m o d e l i n g .  
N  E n g l  J  M e d  1 9 9 4 ;  3 3 0 :  1 4 3 1 - 1 4 3 8 .  
1 1 6 .  A r t a v a n i s - T s a k o n a s  S ,  R a n d  M D ,  L a k e  R J .  N o t c h  s i g n a l i n g :  c e l l  f a t e  
c o n t r o l  a n d  s i g n a l  i n t e g r a t i o n  i n  d e v e l o p m e n t .  S c i e n c e  1 9 9 9 ; 2 8 4 :  7 7 0 - 6 .  
1 1 7 .  B a r o n  M I  A s l a m  H I  F l a s z a  M I  F o s t i e r  M I  H i g g s  J E ,  M a z a l e y r a t  S L ,  e t  a l .  
M u l t i p l e  l e v e l s  of N o t c h  s i g n a l  r e g u l a t i o n .  M o l  M e r n b r  B i o l 2 0 0 2 ;  1 9 : 2 7 -  
3 8 .  
1 1 8 .  J o u t e l  A ,  T o u r n i e r - L a s s e r v e  E .  N o t c h  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  a n d  h u m a n  
d i s e a s e s .  S e m i n  C e l l  D e v  B i o l 1 9 9 8 ;  9 :  6 1 9 - 2 5 .  
1 1 9 .  J o u t e l  A ,  V a h e d i  K ,  C o r p e c h o t  C ,  T r o e s c h  A ,  C h a b r i a t  H I  V a y s s i e r e  C, 
C r u a u d  C ,  M a c i a z e k  J, W e i s s e n b a c h  J ,  B o u s s e r  M G ,  B a c h  J F ,  T o u m i e r -  
L a s s e r v e  E  S t r o n g  c l u s t e r i n g  a n d  s t e r e o t y p e d  n a t u r e  o f  N o t c h 3  
m u t a t i o n s  i n  C A D A S I L  p a t i e n t s .  L a n c e t  . 1 9 9 7 ;  3 5 0 :  1 5 1 1 - 1 5 1 5 .  
1 2 0 .  J o u t e l  A ,  F a v r o l e  P ,  L a b a u g e  P I  C h a b r i a t  H ,  L e s c o a t  C ,  A n d r e u x  F ,  
D o m e n g a  V, C e c i l l o n  M I  V a h e d i  K ,  D u c r o s  A ,  C a v e - R i a n t  F ,  B o u s s e r  
M G ,  T o u m i e r - L a s s e r v e  E .  S k i n  b i o p s y  i m m u n o s t a i n i n g  w i t h  a  N o t c h 3  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  f o r  C A D A S I L  d i a g n o s i s .  L a n c e t .  2 0 0 1 ;  3 5 8 :  2 0 4 9 -  
2 0 5 1 .  
1 2 1 .  T a n i g u c h i  Y ,  K a r l s t r o m  H I  L u n d k v i s t  J ,  M i z u t a n i  T I  O t a k a  A ,  V e s t l i n g  
M ,  B e r n s t e i n  A ,  D o n o v i e l  D ,  L e n d a h l  U ,  H o n j o  T .  N o t c h  r e c e p t o r  
c l e a v a g e  d e p e n d s  o n  b u t  i s  n o t  d i r e c t l y  e x e c u t e d  b y  p r e s e n i l i n s .  P r o c  
N a t l  A c a d  S c i  U S A  2 0 0 2 ;  9 9 :  4 0 1 4 - 9 .  
1 2 2 -  Z h o n g  T P ,  C h i l d s  S ,  L e u  J P ,  F i s h m a n  M C . Z h o u  S ,  F u j i m u r o  M I  H s i e h  
J J ,  C h e n  L ,  M i y a m o t o  A ,  W e i n m a s t e r  G ,  e t  a l .  S K I P ,  a  C B F 1 - a s s o c i a t e d  
p r o t e i n ,  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  a n k y r i n .  N a t u r e .  2 0 0 1 ;  4 1 4 :  2 1 6 - 2 2 0  
1 2 3 .  L a w s o n  N D ,  V o g e l  A M ,  W e i n s t e i n  B M .  S o n i c  h e d g e h o g  a n d  v a s c u l a r  
e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  A c t  U p s t r e a m  o f  t h e  N o t c h  P a t h w a y  d u r i n g  
A r t e r i a l  E n d o t h e l i a l  D i f f e r e n t i a t i o n .  D e v e l o p m e n t a l  C e l l .  2 0 0 2 ;  3 ;  1 2 7 -  
1 3 6 .  
1 2 4 .  M o r i k a w a  Y ,  C s e r j e s i  P .  E x t r a - e m b r y o n i c  v a s m l a t u r e  d e v e l o p m e n t  i s  
r e g u l a t e d  b y  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  H A N D 1 .  D e v e l o p m e n t .  2 0 0 4 ;  1 3 ;  
1 2 1 9 5 - 2 2 0 4  
1 2 5 .  N a k a g a w a  0 ,  M c F a d d e n  D G ,  N a k a g a w a  M I  Y a n a g i s a w a  H ,  H u  T I  
S r i v a s t a v a  D, O l s o n  E  N .  M e m b e r s  o f  t h e  H R T  f a m i l y  o f  b a s i c  h e l i x -  
l o o p - h e l i x  p r o t e i n s  a c t  a s  t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r s  d o w n s t r e a m  o f  
N o t c h  s i g n a l i n g .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A .  2 0 0 0 ;  9 7 ;  1 3 6 5 5 - 1 3 6 6 0  
1 2 6 .  S m a l l  D ,  K o v a l e n k o  D ,  K a c e r  D ,  L i a w  L ,  L a n d r i s c i n a  M ,  D i  S e r i o  C ,  
P r u d o v s k y  I ,  M a c i a g  T .  S o l u b l e  J a g g e d  1  r e p r e s s e s  t h e  f u n c t i o n  o f  i t s  
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t r a n s m e m b r a n e  f o r m  t o  i n d u c e  t h e  f o r m a t i o n  of t h e  S r c - d e p e n d e n t  
c h o r d - l i k e  p h e n o t y p e .  J .  B i o l .  C h e m .  2 0 0 1 ;  2 7 6 ;  3 2 0 2 2 - 3 2 0 3 0  
1 2 7 .  B e a t u s  P I  L u n d k v i s t  J ,  O b e r g  C ,  L e n d a h l  U .  T h e  n o t c h  3  i n t r a c e l l u l a r  
d o m a i n  r e p r e s s e s  n o t c h  1 - m e d i a t e d  a c t i v a t i o n  t t i o ' i i g h  H a i i - y / E i % h m c e r  
o f  s p l i t  ( H E S )  p r o m o t e r s .  D e v e l o p m e n t .  1 9 9 9 ;  1 2 6 ;  1 7 ;  3 9 2 5 - 3 5 .  
1 2 8 .  H a u t m a n n  M B ,  T h o m p s o n  M M ,  S w a r t z  E A ,  O l s o n  E N ,  O w e n s  G K .  
A n g i o t e n s i n  I I - i n d u c e d  s t i m u l a t i o n  o f  s m o o t h  m u s c l e  a l p h a - a c t i n  
e x p r e s s i o n  b y  s e r u m  r e s p o n s e  f a c t o r  a n d  t h e  h o m e o d o m a i n  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  M H o x .  C i r c .  R e s .  1 9 9 7 ;  8 1 ;  6 0 0 - 6 1 0 .  
1 2 9 .  W a n g  Z ,  W a n g  D Z ,  P i p e s  G C T ,  O l s o n  E N .  M y o c a r d i n  i s  a  m a s t e r  
r e g u l a t o r  of s m o o t h  m u s c l e  g e n e  e x p r e s s i o n .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  U  S  A .  
2 0 0 3 ;  1 0 0 :  7 1 2 9 - 7 1 3 4 .  
1 3 0 .  C h a o h o n g  L, Xu Q .  M e c h a n i c a l  s t r e s s - m e d i a t e d  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n s  i n  
v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  C e l l  S i g n a 1 . 2 0 0 0 ;  1 2 ;  4 3 5 - 4 4 5 .  
1 3 1 .  R o s s  R. T h e  p a t h o g e n e s i s  o f  a t h e r o s c l e r o s i s :  a  p e r s p e c t i v e  f o r  t h e  1 9 9 0 s .  
N  E n g l  J  M e d .  1 9 9 3 ;  3 6 2 :  8 0 1 - 8 0 9 .  
1 3 2 .  O w e n s  G K .  R e g u l a t i o n  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  of v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  
c e l l s .  P h y s i o l  R e v .  1 9 9 5 ;  7 5 :  4 8 7 - 5 1 7 .  
1 3 3 .  O w e n s  G ,  K u m a r  M S ,  W a m h o f f  B R .  M o l e c u l a r  R e g u l a t i o n  of V a s c u l a r  
S m o o t h  M u s c l e  C e l l  D i f f e r e n t i a t i o n  i n  D e v e l o p m e n t  a n d  D i s e a s e .  
P h y s i o l  R e v .  2 0 0 4 ;  8 4 :  7 6 7 - 8 0 1 .  
1 3 4 .  G a l i s  Z S ,  K h a t r i  J J .  M a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e s  i n  v a s c u l a r  r e m o d e l i n g  
a n d  a t h e r o g e n e s i s :  t h e  g o o d ,  t h e  b a d ,  a n d  t h e  u g l y .  C i r c  R e s .  2 0 0 2 ;  9 0 :  
2 5 1 - 2 6 2 .  
1 3 5 .  T u r l e y  E A .  E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  r e m o d e l i n g :  m u l t i p l e  p a r a d i g m s  i n  
v a s c u l a r  d i s e a s e .  C i r c  R e s .  2 0 0 1 ;  8 8 :  2 4 .  
1 3 6 .  R o n g  J X ,  B e r m a n  J W ,  T a u b m a n  M B ,  F i s h e r  E A .  
L y ~ ~ p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s t i m u l a t e s  m o n o c y t e  c h e m o a t t r a c t a n t  
p r o t e i n - 1  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  r a t  a o r t i c  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  A r t e r i o s c l e v  
T h r o m b  V a s c  B i o l .  2 0 0 2 ;  2 2 :  1 6 1 7 - 1 6 2 3 .  
1 3 7 .  K o c h e r  0 ,  G a b b i a n i  G .  C y t o s k e l e t a l  f e a t u r e s  of n o r m a l  a n d  
a t h e r o m a t o u s  h u m a n  a r t e r i a l  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  H u m  P a t h o l .  1 9 8 6 ;  
1 7 :  8 7 5 8 8 0 .  
1 3 8 .  S h a n a h a n  C M ,  W e i s s b e r g  P L .  S m o o t h  M u s c l e  C e l l  H e t e r o g e n e i t y  
P a t t e r n s  of G e n e  E x p r e s s i o n  i n  V a s c u l a r  S m o o t h  M u s c l e  C e l l s  I n  V i t r o  
a n d  I n  V i v o .  A r t e r i o s c l e r  T h r o m b  V a s c  B i o l .  1 9 9 8 ;  8 :  3 3 3 - 3 3 8 .  
1 3 9 .  S a k a m o t o  A ,  O d a  Y, Y a m a m o t o  H I  O s h i r o  Y ,  M i y a j i m a  K ,  I t a k u r a  E ,  
T a m i y a  S ,  H o n d a  Y, I s h i h a r a  A ,  I w a m o t o  Y, a n d  T s u n e y o s h i  M .  
C a l p o n i n  a n d  h - c a l d e s m o n  e x p r e s s i o n  i n  a t y p i c a l  f i b r o x a n t h o m a  a n d  
s u p e r f i c i a l  l e i o m y o s a r c o m a .  V i r c h o w s  A r c h .  2 0 0 2 ;  4 4 0 :  4 0 4 - 4 0 9 .  
1 4 0 .  S a m a h a  F F ,  I p  H S ,  M o r r i s e y  E E ,  S e l t z e r  J ,  T a n g  Z ,  S o l w a y  J ,  a n d  
P a r m a c e k  M S .  D e v e l o p m e n t a l  p a t t e r n  of e x p r e s s i o n  a n d  g e n o m i c  
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o r g a n i z a t i o n  of t h e  c a l p o n i n - h l  g e n e .  A  c o n t r a c t i l e  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  
m a r k e r .  J  B i o l  C h e r n .  1 9 9 6 ;  2 7 1 :  3 9 5 4 0 3 .  
1 4 1 .  V a n  d e r  L o o p  F T L ,  S c h a a r t  G ,  T i m m e r  E D J ,  R a m a e k e r s  F C S ,  a n d  v a n  
E y s  Gjm. S m o o t h e h ,  a  n o v e l  c y t o s k e l e t a l  p r o t e i n  s p e c i f i c  f o r  s m o o t h  
m u s c l e  c e l l s .  J  C e l l  B i o l .  1 9 9 6 ;  1 3 4 :  4 0 1 4 1 1 .  
1 4 2 .  A l v a  J A ,  I r u e l a - A r i s p e  M L .  N o t c h  s i g n a l i n g  i n  v a s c u l a r  
m o r p h o g e n e s i s .  C u r r  O p i n  H e m a t o l 2 0 0 4 ;  1 1 : 2 7 8 - 2 8 3 .  
1 4 3 .  B a r  H I  W e n d e  P I  W a t s o n  L ,  D e n g e r  S ,  v a n  E y s  G I  K r e u z e r  J ,  e t  a l .  
S m o o t h e l i n  i s  a n  i n d i c a t o r  o f  r e v e r s i b l e  p h e n o t y p e  m o d u l a t i o n  o f  
s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  i n  b a l l o o n - i n j u r e d  r a t  c a r o t i d  a r t e r i e s .  B a s i c  R e s  
C a r d i o l 2 0 0 2 ;  9 7 : 9 - 1 6 .  
1 4 4 .  B e r r o u  E ,  K l o n j k o w s k i  B ,  L o i r a n d  G ,  F o u r n i e r  A ,  D o m e n g a  V ,  
B r y c k a e r t  M C ,  e t  a l .  N o t c h 3 ,  t h e  g e n e  m u t a t e d  i n  C A D A S I L ,  m o d u l a t e s  
a c t i n  c y t o s k e l e t o n  i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  i n  a  R h o A -  
i n d e p e n d e n t  m a n n e r .  C i r c u l a t i o n  2 0 0 2 ;  1 0 6 :  8 2 - 8 2  4 1 1  S u p p l .  S .  
1 4 5 .  B o c h a t o n - P i d a t  M ,  R o p r a z  P I  G a b b i a n i  F ,  G a b b i a n i  G .  P h e n o t y p i c  
h e t e r o g e n e i t y  of r a t  a r t e r i a l  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  c l o n e s .  I m p l i c a t i o n s  f o r  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  e x p e r i m e n t a l  i n t i m a l  t h i c k e n i n g .  A r t e r i o s c l e r  
T h r o m b  V a s c  B w l 1 9 9 6 ;  8 1 5 - 8 2 0 .  
1 4 6 .  D o m e n g a  V ,  F a r d o u x  P I  L a c o m b e  P ,  M o n e t  M I  M a c i a z e k  J ,  K r e b s  L T ,  e t  
a l .  N o t c h 3  i s  r e q u i r e d  f o r  a r t e r i a l  i d e n t i t y  a n d  m a t u r a t i o n  o f  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  G e n e s  D e v  2 0 0 4 ;  1 8 : 2 7 3 0 - 2 7 3 5 .  
1 4 7 .  F i s c h e r  A ,  S c h u r n a c h e r  N ,  M a i e r  M I  S e n d t n e r  M I  G e s s l e r  M .  T h e  N o t c h  
t a r g e t  g e n e s  H e y 1  a n d  H e y 2  a r e  r e q u i r e d  f o r  e m b r y o n i c  v a s c u l a r  
d e v e l o p m e n t .  G e n e s  D e v  2 0 0 4 ;  1 8 : 9 0 1 - 9 1 1 .  
1 4 8 .  L i n d n e r  V ,  B o o t h  C ,  P r u d o v s k y  I ,  S m a l l  D l  M a c i a g  T ,  L i a w .  M e m b e r s  
o f  t h e  J a g g e d m o t c h  g e n e  f a m i l i e s  a r e  e x p r e s s e d  i n  i n j u r e d  a r t e r i e s  a n d  
r e g u l a t e  c e l l  p h e n o t y p e  v i a  a l t e r a t i o n s  i n  c e l l  m a t r i x  a n d  c e l l - c e l l  
i n t e r a c t i o n .  A m  J  P a t h 0 1  2 0 0 1 ;  1 5 9 : 8 7 5 - 8 3  
1 4 9 .  M o r r o w  D ,  S w e e n e y  C ,  B i r n e y  Y A ,  C u m m i n s  P M ,  W a l l s  D ,  R e d m o n d  
E M  e t  a l .  C y c l i c  s t r a i n  i n h i b i t s  n o t c h  r e c e p t o r  s i g n a l i n g  i n  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  i n  v i t r o .  C i r c  R e s ;  2 0 0 5 ;  9 6 :  5 6 7 - 7 5  
1 5 0 .  P r o w e l l e r  A ,  P e a r  W S ,  P a r m a c e k  M S .  N o t c h  s i g n a l i n g  r e p r e s s e s  
m y o c a r d i n - i n d u c e d  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  J  B i o l  C h e m .  
2 0 0 5 ;  2 8 0 :  8 9 9 4 - 9 0 0 4  
1 5 1 .  S h a n a h a n  C M ,  W e i s s b e r g  P L ,  a n d  M e t c a l f e  J C .  I s o l a t i o n  o f  g e n e  
m a r k e r s  o f  d i f f e r e n t i a t e d  a n d  p r o l i f e r a t i n g  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  
c e l l s .  C i r c  R e s  1 9 9 3 ;  7 3 : 1 9 3 - 2 0 4 .  
1 5 2 .  T e n n a n t  M I  M c G e a c h i e  J K .  B l o o d  v e s s e l  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n :  a  b r i e f  
u p d a t e  o n  r e c e n t  a d v a n c e s .  A u s t  N  Z  J  S u r g ;  1 9 9 0 ;  6 0 : 7 4 7 - 7 5 3 .  
1 5 3 .  Y u t a n i  C ,  F u j i t a  H I  T a k a i c h i  S ,  Y a m a m o t o  A .  T h e  r o l e  o f  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  c e l l  p h e n o t y p i c  m o d u l a t i o n  a t  t h e  a o r t i c  b r a n c h  i n  
a t h e r o g e n e s i s .  F r o n t  M e d  B i o l  E n g ;  1 9 9 3 ;  5 3 4 3 - 1 4 6 .  
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